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I 


Les remargquables résultats gqu’ont produits et fait espérer 
dans ces derniéres années les études sur ’immunité contre les 
maladies infectieuses obligent a établir exactement la fagon dont 
se produit cette immunité, et dont l’organisme vacciné réagit et 
se défend contre les microbes pathogenes. 

Bien que ces études soient toutes récentes et se limitent 
encore au petitnombre de maladies infectieuses contre lesquelles 
nous possédons un traitement prophylactique, la question est 
tout a fait 4 ordre du jour, et souléve de nombreuses contro- 
verses. 

En peu d’années, de nombreuses théories ont été émises 
pour expliquer le mécanisme de l’immunité acquise ; mais en ce 
moment il n’y a guére en présence, parmi les grands moyens 
de défense de l’organisme vacciné contre les microbes, que les 
cellules et les humeurs. 

Le premier a été signalé par M. E. Metchnikoff, qui a 
ouvert la voie a une série sans cesse grandissante de recherches. 
Il se résume en une modification dynamique de l’organisme, et 
fait intervenir des activités cellulaires pour la destruction des 
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microbes pathogénes. Le grand nombre d’arguments apportés 
par M. Metchnikoff et son école en faveur de cette théorie pha- 
gocytaire n’a pourtant pas empéché d’invoquer, pour expliquer 
Vimmunité vaccinale, d’autres conditions statiques, consistant 
en des propriétés chimiques spéciales du sang et des humeurs, 
qui seraient en état de protéger a eux seuls l’organisme. 

Leur puissance sous ce rapport nous parait aujourd’hui 
pouvoir étre envisagée sous trois aspects différents : 1° les 
liquides de lorganisme pourraient tuer les microbes (propriété 
bactéricide); 2° ils pourraient se borner a leur enlever leur 
pouvoir pathogéne (propriété atténuante); 3° ils pourraient agir 
directement sur les toxines sécrétées par les bactéries pour en 
neutraliser les effets (propriété antitoxique). 

A toutes ces conditions correspondent autant de faits expé- 
rimentaux, sur Jesquels on a voulu fonder la théorie générale 
de l'état bactéricide de Vorganisme vacciné, et qui font en ce 
moment l’objet de recherches intéressanles et passionnées. 

Parmi les exemples les plus remarquables invoqués en 
faveur de la propriété bactéricide des humeurs, il faut placer 
ceux querapportent MM. Behring et Nissen’, dans leurs étudessur 
les propriétés bactéricides dusérum des animaux vaccinés contre 
le Vibrio Metchnikovi: ce vibrion, qui se multiplie activement 
dans le sérum du cobaye normal, périt rapidement au contraire 
dans le sérum du cobaye vacciné. Ce serait 1a, d’apres Behring et 
Nissen, Punique cause de limmunité vis-a-vis de Vinfection 
déterminée par ce microbe. 

MM.Charrinet Roger ont apporté d’autres preuves du pouvoir 
alténuant du sérum. Déja, en 1887, Metchnikoff? avait vu que 
les bacilles charbonneux développés dans le sang des moutons 
vaccinés avaient perdu la propriété de tuer Je lapin. Charrin et 
Roger ont retrouvé le méme fait en cultivant le streptocoque ®, le 
pneumocoque* et le bacille pyocyanique® dans le sang des 


4. Ueber bacterienfeindliche Eigenschaften verschiedener Blutserumarten 
(Zeitschrift fur Hygiene 1890, p. 412.) 

2. Sur V’atténuation des bactéridies charbonneuses dans le sang des moutons 
réfractaires. (Annales de l’Inst. Pasteur, 1887, p. 42.) 

3. Roger. Propriétés bactéricides du sérum pour le streptocoque de l’érysipéle. 
(Semaine médicale, 1890, p. 397.) 

4. Roger. (Revue gén. des Sciences, 1891, p. 443.) 

5. Cuarnin et Roger. Atténuation des virus dans le sang des animaux vaccinés. 
(Société de Biologie. 2 juillet 1892.) 
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lapins vaccinés, et ils s’en sont autorisés pour formuler une 
théorie du pouvoiratténuant des humeurs, théorie suivant laquelle 
les microbes pathogenes perdent leur virulence au contact du 
sang des animaux vaccinés. 

Quant aux propriétés antitoxiques des humeurs, elles ont été 
successivement constatées par MM. Behring et Kitasato pour le 
tétanos et la diphtérie, par G. et F. Klemperer? pour le pneumo- 
coque, et par Khrlich® pour quelques toxines végétales (ricine, 
abrine, rubine); mais il devient de plus en plus douteux que le 
pouvoir antitoxique des humeurs d’un animal vacciné soit lié au 
phénoméne de l’immunité. 

On congoit pourtant que beaucoup de savants donnent a 
cette influence humorale un réle exclusif ou prédominant dans 
la production de ’immunité. La question est du reste tellement 
complexe et tellement plurilatérale qu'il faut en séparer et en 
étudier séparément les divers facteurs, les comparer les uns 
aux autres, et se faire ainsi une idée de leur valeur respective. 
C’est ce que fait M. Metchnikoff depuis longtemps, et ce que j’ai 
essayé de faire, sous sa direction, en étudiant sous tous les points 
de vue l’immunité vaccinale contre la maladie déterminée par le 
Vibrio Metchnikovi. 


iW 


Cette maladie, décrite pour la premiere fois par Gamaleia ‘ 
dans le pigeon et les petits oiseaux, est facilement transmissible, 
comme on sait, au cobaye, chez lequel elle prend les allures et 
les caractéres d’une septicémie trés aigué. Elle est inoculable 
par voie sous-cutanée, péritonéale et intra-veineuse, mais on n’a 
pas réussi, contrairement aux résultats de Gamaleia, 4 la donner 
aux animaux (cobayes, pigeous) par voie intestinale. 

Depuis Gamaleia, cette maladie a été bien étudiée et a divers 


1. Ueber das Zustandekommen der Diphterie und der Tetanus Immunitat bei 
Thieren. (Deutsche Medicin. Wochenschrift, 1890, n° 49, p. 1118). 

2. Versuche aber Immunisirung und Heilung bei der Pneumoniekokkeninfec- 
tion. (Berliner Klin. Wochenschr, 1891, pp. 831-869.) 2 

3. Experimentelle Untersuchungen tiber Immunitat. (Deutsche Medicin. Wochens- 
chrift, 4891, pp. 976-1218.) @ 

4, Voir "Annales de VInstitut Pasteur, 1888, pp. 482 et 552; 1889, pp. 542 et 
609 et 256. 
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points de vue par Pfeiffer‘, Behring et Nissen’, et enfin par 
Metchnikoff* qui l’a fait servir & de multiples recherches sur le 
sort des microbes dans l’organisme des animaux vaccinés. 

Ces recherches ont révélé plusieurs faits en grande partie 
inconciliables avec les conclusions de Behring et Nissen. Elles 
ont démontré que, si les vibrions sont détruits in vitro par le 
sérum des cobayes vaccinés, ils se multiplient au contraire et 
augmentent méme de virulence par un séjour prolongé dans le 
sang du méme cobaye vacciné. Elles ont démontré aussi que les 
leucocytes des exsudats sous-cutanés ou de la chambre anté- 
rieure de l’ceil peuvent englober les vibrions a ]’état normal, et 
entraver leur développement, que favoriserait au contraire, si elle 
était seule, la partie humorale de l’exsudat. 

Ces faits si importants méritent d’étre étudiés de prés et a 
divers points de vue. [tudions d’abord la fagon dont se com- 
portent les vibrions dans le sérum des cobayes réceptifs et 
vaccinés. 

On vaccine en quelques jours le cobaye contre la septicémie 
produite par le vibrion aviaire en lui injectant, adiverses reprises, 
5 46c. c. de culture en bouillon, stérilisée a 120°. Aprés une 
inoculation d’épreuve, faite avec 142 c.c. de culture viru- 
lente, les cobayes qui ont résisté peuvent étre considérés comme 
tout a fait insensibles & la maladie, et en état de fournir un 
sérum en pleine possession de son pouvoir bactéricide. 

Pour vérifier cette propriété, j’ai prisdu sang & un cobaye 
réceplif et & un cobaye vacciné, et, aprés en avoir retiré 5c. c. 
de sérum trés limpide, j’ai introduit chacun des échantillons 
dans un tube, et l’ai ensemencé tout de suite avec une goutte de 
sang du coeur d’un cobaye mort de l’infection vibrionienne. Ces 
tubes de sérum ont ensuité été mis a l’étuve & 370, et & divers 
intervalles successifs on en prélevait, Al’aide d’une anse de pla- 
tine, une quantité constante, qu’on faisait servir a une numération 
de microbes par la méthode bien connue des plaques de 
gélatine. 


4, Ueber den Vibrio Metchnikoff und sein Verhaltniss zur Cholera asiatica. 
(Zeitschrift fiir Hygiene, t. VII, 1889.) 

2. Loc. cit. 

3. L’immunité des cobayes vaccinés contre le Vibrio Metchnikovi, (Annales 
de UInstitut Pasteur, 1891, p. 465.) 
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Voici les nombre de colonies obtenues dans ces essais suc- 
cessifs : 


TOUT APRES | APRES |] APRES |] APRES | APRES 
DE suite.| 3 h. 6 h. 18h. 24h. 40h. 
ire plaque .| 4,120 


Cobaye normal re 
2° plaque, 845 co 
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\ dre plaque. 736 
( 2¢ plaque.} 960 


Cobaye vacciné 


Ces chiffres sontloin, on le voit, de confirmer les résultats 
de Behring et Nissen. Tant pour le cobaye non vacciné que pour 
Pautre, le sérum a bien manifesté in vitro un certain pouvoir 
bactéricide, mais non sur tous les microbes. Dans les deux 
cas, et surtout pour le cobaye vacciné, pour lequel, aprés.3 ou 
6 heures, on aurait pu croire & une destruction compléte des 
microbes par le sérum, ily a eu des vibrions qui ont résisté, 
se sont adaptés aux conditions de ce nouveau milieu et ontfini 
par peupler les sérums tant de l’animal immunisé que de |’aui- 
mal sensible. 

On dirait un véritable procés de sélection, ou les microbes 
les moins résistants périssent pour faire place & une nouvelle 
génération plus forte et moins facilement influencée par les pro- 
priétés bactéricides du sérum. 

Il est bien entendu que je ne prétends pasinfirmer parce qui 
préceédeles expériences de Behring et Nissen.Je trouve en fait qu’ils 
n’ont pas poussé au dela de la 20° heure les numérations des 
colonies, et c’est peut-étre pour cela qu’ils ont été conduitsa voir, 
apres 3 45 heures, une destruction totale la ou il y avait seule- 
ment une diminution du nombre des microbes vivants. 

Mes résultats s’étant retrouvés constammentles mémes dans 
une foule d’occasions, j’ai été conduit a une nouvelle série de 
recherches sur ce que deviennent les diverses propriétés biolo- 
giques des vibrions dans le sérum des cobayes vaccinés. 
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Il 


En voyant ce beau développement des vibrions dans le sérum 
des cobayes vaccinés, on pense tout de suite aux faits récemment 
constatés par Charrin et Roger sur le sérum des lapins vaccinés 
contre la maladie pyocyanique. Dans ce sérum, le bacille pyocya- 
nique se développe en perdant sa virulence et tout pouvoir patho- 
gene. 

- Je me suis donc haté d’essayer sur les cobayes et les pigeons 
l'action du Vibrio M. développé dans le sérum des cobayes neufs 
et vaccinés, et j’ai vu toutde suite que dans le sérum normal 
la virulence restait normale, tandis que les cullures dans le 
sérum d’un cobaye réfractaire avaient perdu toute action patho- 
gene. En effet, 4 l'exception d’une infiltration plus ou moins 
accusée au point d’inoculation, il n’y a d’ordinaire rien a noter 
sur l’animal, qui survit toujours. 

La conclusion logique serait donc que la culture dans le sérum 
des cobayes vaccinés améne une perte de virulence; mais, pour 
appliquer ces résultats 4 l’explication de ’immunité acquise, il 
est indispensable d’expérimenter sur l’animal vivant. Metchni- 
koffa montré que le vibrion conserve assez longtemps sa viru- 
lence dans le corps du cobaye réfractaire; j’airépété ses expé- 
riences et je puis dire qu'il n’y a pas seulement conservation, 
il y a augmentation notable de virulence: les cultures en bouillon 
obtenues au moyen de l’exsudat d’un cobaye vacciné sont presque 
\oujours plus actives que les cultures originelles. Cette divergence 
-ondamentale des résultats en dedans et en dehors de l’organisme 
nous oblige a étudier de prés ce phénoméne. 

Par analogie avec ce qu’on fait quand on seme dans le 
bouillon une goutte de l’exsudat d’un cobaye réfractaire inoculé 
avec le virus vivant, ensemencons dans du bouillon une culture 
du vibrion qui s’est développé in vitro dans le sérum d’un animal 
vacciné, culture qui se montre inactive méme sur les animaux les 
plus sensibles. 

Apres 24 heures, cet ensemencement a donné une culture 
trés belle et tres virulente, car 1 c. c. tue d’ordinaire un cobaye 
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en moins de temps que le virus originel ayec lequel on a ense- 
mencé le sérum. Et comme on sait que les cultures du vibrion 
dans le bouillon tendent a s’atténuer au lieu de se renforcer, il 
faut conclure que les vibrions développés dans le sérum des 
cobayes vaccinés non seulement conservent leur virulence, mais 
peuvent l’exaller. 

Il n’y a done aucune divergence entre ce qu on observe dans Vor- 
ganisme vivant et vacciné et dans le sérum extrait du corps. Dans les 
deux cas, les vibrions peuvent se multiplier, et, transplantés dans 
le bouillon, ils y prennent un pouvoir pathogéne supérieur ou 
au moins égal a celui de la culture originelle. 

Il devient done plus difficile d’attribuer un pouvoir atténuant 
aux liquides organiques de l’animal vacciné. Mais il reste a expli- 
quer pourquoi l’injection d’une culture développée dans le sérum 
d’un animal vacciné est incapable de donner la septicémie vibrio- 
nienne aux animaux neufs. 

Dans ses recherches surl’immunité des lapins vaccinés contre 
le Hog-Choléra, M. Metchnikoff a eu J’occasion de faire une 
observation semblable a celle qui précéde. Aprés avoir vu que 
le coccobacillus suinum développé dans le sérum des animaux 
vaccinés tue les lapins neufs beaucoup plus tard que les cultures 
faites dans du sérum de lapin non vacciné, il a eu lidée de 
séparer les microbes de leur liquide de culture, supposant que le 
sérum pouvait a lui seu] ralentir la marche de la maladie. L’ex- 
périence a vérifié cette idée, et le coccobacillus suinum cultivé dans 
le sérum des lapins vaccinés s’est montré plus virulent, 
apres lavage au moyen de la solution physiologique de sel 
marin. 

Partant de ce méme principe, j’ai soumis a un lavage les 
cultures de Vibrio M. développées dans le sérum des cobayes 
vaccinés. Le moyen qui semble le plus facile pour séparer le 
microbe de son liquide de culture est une simple filtration. Ces 
vibrions ne se développent pas uniformément dans la masse du 
sérum, mais forment a sasurface une pellicule plus ou moins 
abondante qui reste sur le filtre, et peut étre lavée a plusieurs 
reprises, soit avec le sel marin a 0,75 0/0, soit avec du bouillon 
stérilisé. Quand on n’a pas le soin d’obtenir cette pellicule, une 
grande partie des bacilles passe a travers le filtre. 

Comme, pour tuer un cobaye par inoculation sous-cutanée, 
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il ne faut pas moins de 0,5 4 1 c.c. de culture, on peut penser 
que les pertes par suite de la filtration et des lavages devront 
exercer une grande influence sur Iés résultats de Vinoculation 
de ce qui est resté sur le filtre. 

Mes premiers essais sur le cobaye ne m’ayant donné que des 
résultats peu démonstratifs, je me suis décidé 4 m’adresser 
aux pigeons, beaucoup plus sensibles a ce vibrion, et pour 
lesquels la dose mortelle est beaucoup plus faible que pour le 
cobaye. 

Voici la technique simple que j’ai adoptée : dans un tube 
d’essai contenant 4.4 5 c.c. de sérum, extrait d’un cobaye vacciné, 
je semais une goutte de sang, ou mieux, un fragment de pulpe 
delarate d’un cobaye mort le méme jour de la septicémie; je 
semais aussi une goutte de sang dans du bouillon ordinaire, et 
les deux cultures étaient mises al’étuve a 37°. 

Apres 48 heures, au moins, j’inoculais trois pigeons dans le 
muscle pectoral, dans l’ordre et le mode suivants : 

4° pigeon, 4 c.c. de culture dans le sérum ; 

2° pigeon, 1-c.c. de culture dans Je sérum, lavée; 

3° pigeon, 1 c.c. d’uneculture dans le bouillon, obtenue direc- 
tement la veille en prenant la semence dans la culture faite dans 
le sérum. 

Quand je ne connaissais pas avec précision la virulence 
originelle de mes vibrions, j’inoculais aussi un 4° pigeon avec 
1 c.c. de la culture dans le bouillon ensemencée des l’origine 
avec le sang du cobaye. 

Chaque. expérience me donnait quatre nombrcs différents 
qui me renseignaient : 1° sur la virulence des vibrions déve- 
loppés dans le sérum des cobayes vaccinés, et inoculés avec 
leur sérum de culture; 2° sur la virulence de ces mémes 
vibrions inoculés sans traces de sérum; 3° sur le gain ou la 
perte de virulence résultant de la comparaison entre la virulence 
de la culture dans le bouillon d’origine et la virulence d’une 
seconde culture ayant passé par le sérum. 

J'ai fait neuf expériences pareilles, et voici les chiffres qui 
indiquent pour chacune d’elles Je nombre d’heures écoulées entre 
Vinoculation et Ja mort de l’animal. 


Virulence originelle du 
vibrion 


Virulence duvibrion dans 
le sérum ‘ 


Virulence duvibrion dans 
le sérum, aprés_ la- 


Virulence aprés_ trans- 
port du sérum dans le 
bouillon 


Ces chiffres demandent quelques mots de commentaire. 

Dans toutes les expériences, sauf une (IV), les vibrions 
cultivés dans le sérum des cobayes vaccinés, et inoculés 
avec leur liquide de culture, n’ont pu déterminer d’infection 
généraie. 

Dans les expériences V, VI, VII, VII, IX, les vibrions 
cultivés dans le sérum, mais soumis au lavage, se sont montrés 
plus virulents que ceux de la culture originelle, également 
virulents dans l’expérieuce II, moins virulents dans l’expé- 
rience IV. La virulence semble nulle dans l’expérience I; mais, 
dans ce cas, on a opéré sur des cobayes, et la diminution des 
microbes, produite par le lavage, les a peut-étre empéchés de 
donner la mort.. La méme. hypothése s’applique peut-étre a 
Vexpérience III, bien qu’elle ait porté sur des pigeons. 

Dans toutes les expériences, sauf deux (II et V), les vibrions 
développés dans le sérum ont donné dans le bouillon des nou- 
velles cultures plus virulentes que la culture originelle, tuant en 
11 h. 50 en moyenne, au lieu de 17 h. 23. Les expériences II et V 
échappent a Ja comparaison a cause d'une impureté accidentelle 
de Ja culture en bouillon. 

L’expérience IX a été faite sur le cobaye, comme l’expé- 
rience I, mais avec cette différence que Vinoculation, au lieu 
_ d@étre sous-cutanée, a été intrapéritonéale, pour éliminer les 
causes d’insucceés dues & la diminution des vibrions par le lavage. 
Les résultats m’en ont paru assez nets pour me faire conclure 
que les vibrions cultivés dans le sérum des cobayes vaccinés ne 
satténuent pas, mais conservent ow exaltent leur virulence, et 
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prennent, par une nouvelle culture dans le bouillon, une virulence 
presque toujours supérieure a leur virulence originelle. 
Tout cela donne la conviction ‘que, dans le mécanisme de 


Vimmunité vaccinale, le sérum n’agit ni par sa propriété bacté-_ 


ricide, ni par son pouvoir atténuant sur les microbes. 


IV 


Ce sérum, incapable de tuer ou d’atténuer les microbes, 
exerce peut-étre une action quelconque sur les toxines élaborées 
par eux pendant leur séjour dans lorganisme; en d’autres 
termes, le sérum des animaux vaccinés contre le Vzbrio M. 
posséde-t-il un pouvoir antitoxique comme celui des animaux 
vaccinés contre le télanos et la diphtérie ? 

L’infection déterminée parle vibrion aviaire est en effet accom- 
pagnée de toxines actives, qu’on peut obtenir facilement méme 
dans les milieux artificiels. Quelques centimetres cubes d’une cul- 
ture en bouillon, stérilisée & 120°, peuvent tuer un cobaye en quel- 
ques heures avec. tous les phénoménes d’un empoisonnement aigu, 
et cette propriété peut étre utilisée pour étudier le pouvoir 
antitoxique éventuel du sérum. 

Pour cela j’ai préparé des cultures dans le bouillon simple, 
contenant 5 0/0 de gélatine, et, apres 8 a 10 jours a 37°, je les ai 
stérilisées 4 120°, laissées en repos 7 a 8 jours, et essayé leur 
pouvoir toxique. J’ai vu que 2c. c.5 43. c. de ce liquide 
vaccinal, injectés sous la peau, suffisaient d’ordinaire a tuer 
100 grammes de cobaye. : 

J’ai fait cing expériences pour vérifier le pouvoir antitoxique 
éventuel du sérum; je choisissais chaque fois deux cobayes aussi 
égaux que possible; tous deux recevaient sous la peau la dose 
toxique de culture stérilisée, et 4 l'un d’eux on injectait simul- 
tanément, sous la peau, de 649c. ¢. de sérum d'un cobaye 
réfractaire. Si ce sérum était antitoxique, il aurait di sauver 
animal. Voici, comptés en heures, les délais de mort dans les 


divers cas : 


I II Il IV v 


Injection de toxine seule........ 5 6 25 195 
Toxine et sérum de cobaye vacciné. . » » 82 10 13 
Toxine et -sérum! normal ..5....4 1) =o 25 ATS SAG: 
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Pour expliquer les contradictions apparentes de quelques- 
unes de ces expériences, je dois dire que les cobayes n'ont pas 
tous la méme sensibilité vis-a-vis des toxines du Vibrio M. 
Dans mes recherches préparatoires pour établir exaclement a 
chaque fois le pouvoir toxique des cultures stérilisées, j’ai, er 
effet, vu & plusieurs reprises mourir des cobayes qui avaient 
recu 2 43 0/0 de leur poids de la culture, et survivre d’autres 
qui en avaient recu 4 0/0. Ces précédents sont & invoquer au 
sujet des résultats des expériences I et I. D’un autre cété, les 
résultats, évidemment négatifs, des expériences IL], IV et V, 
empéchent d’attribuer au sérum aucun pouvoir antitoxique. 

Dans le but de me faire une idée précise au sujet de l’aptitude 
de notre microbe 4 produire ses poisons dans des humeurs de 
cobayes réfractaires, j’ai éprouvé l’action toxique des cultures 
du vibrion dans le sérum méme des animaux vaccinés. 

Pour cela, j’ai inoculé, dans des tubes a essai, du sérum de 
cobayes hypervaccinés avec du sang riche en vibrions, et j’ai 
laissé le tout pendant 10 a 16 jours & 37°. Aprés ce temps, les 
pellicules superficielles si caractéristiques s’étaient reformées a 
plusieurs reprises et étaient tombées au fond, formant ainsi un 
fort dépot. 

On stérilise tres suffisamment le tout par un séjour de 3 ou 
4 heures dans un bain d'eau a 60°; on laisse en repos encore 
une dizaine de jours, et on a ainsi un liquide prét pour ]’étude. 
Trois de ces cultures m’ont donné des résultats si concordants 
gue je les considére comme définitifs. 

Deux premiers cobayes sont morts en 9 heures aprés avoir 
recu une dose de ces cultures stérilisées correspondant a 2,5 
et 30/0 de leur poids. Un troisitme est mort en 11 heures aprés 
en ayoir recu l’équivalent de 2 0/0 de son poids. 

Ces empoisonnements sont caractérisés par une hypothermie 
marquée, qui commence tout de suite apres l’injection et pro- 
gresse jusqu’a la mort, qu’on voit survenir quasi toujours lors- 
que la température rectale est descendue a 31-32°. 

Le fait notable de ces expériences est d’avoir obtenu l’em- 
poisonnement avec une dose de 2 0/0 du poids de l’animal, ce 
que je n’avais pas réussi 4 obtenir avec des cultures de mon 
vibrion dans le bouillon simple ou gélatinisé, quoique sa viru- 
lence fit la méme dans un cas et dans l'autre. 
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Ces résultats, si démonstratifs dans Jeur simplicité, me con- 
firment dans ma conclusion que le sérum des cobayes vacci- 
nés contre le Vibrio Metchnikovi n’est pas doué de propriétés 
antitoxiques, mais qu’au contraire les microbes s’y développent 
en formant des toxines plus actives que celles quils forment 
dans les milieux nutritifs ordinaires. 


Vv 


L’étude du sérum des animaux vaccinés, au point de vue de 
ses propriétés bacléricides, aliénuantes ou antitoxiques, nous a 
amené peu & peu a éliminer l influence de ces trois facteurs dans 
le proces de l’immunité acquise. | 

Reste toujours 4 expliquer pourquoi on ne peut déterminer 
Vinfection en injectant a un animal une culture du vibrion dans 
le sérum d’un animal vacciné. Sice sérum ainsi inoculé n’a d’ac- 
tion ni sur ses vibrions ni sur leurs toxines, il faut quil en 
exerce une sur l’organisme de l’animal inoculé. Cherchons 
quelle pourrait étre cette influence. 

Le premier essai 4 faire dans cette voie consiste 4 diluer dans 
le sérum et & inoculer avec lui une dose mortelle de culture 
vivante. Mes recherches a ce sujet ont été assez nombreuses et 
m’ont montré que le sérwm des cobayes vaccinés posséde, de la 
[acon la plus manifesie, des propriétés préventives et thérapeutiques. 

Il suffit en effet de mélanger 0,5 c. c. de sérum a 1 ¢. c. de 
culture vivante dans du bouillon pour rendre inoffensive l’inocu- 
lation du Vibrio M.; les animaux ainsi traités présentent au point 
dinjection une infiltration plus ou moins marquée qui guérit 
vite; les animaux témoins meurent dans les délais ordinaires. 

Ce sérum des animaux vaccinés ne manifeste pas seulement 
son efficacilé préventive quand on Vintroduit au point d’injection 
du virus: il l'exerce aussi ad distance; seulement, dans ce cas, 
0,5 c. c. ne suffisent pas & empécher linfection : il faut augmen- 
ter beaucoup la dose et la porter jusqu’a5 c. c. J’ai trouvé en 
effet que 4c. c, ne sauvent pas l’animal, et retardent seulement 
le moment de sa mort. (Voir Appendice n° IL, exp. 3.) 
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Ces effets thérapeutiques du sérum des animaux immunisés 
se manifestent toujours sans exception lorsqu’on a convenable- 
ment vacciné le cobaye auquel on emprunte le sang vaccinal, 
et l’action a distance résulte de ce qu’en inoculant, par exemple, 
le virus sous la peau du cou, et le sérum sous la peau d'un des 
membres postérieurs, ou inversement, l’animal échappe & V’in- 
fection aussi bien que si les deux injections avaient été faites au 


méme point. Voyons maintenant comment se comportent les” 


vibrions dans les tissus des animaux trailés par le sérum 
thérapeutique. 

J'ai déja dit que ce sérum, injecté & proximité ou a distance 
d’une culture virulepte, préservait les animaux : il se forme, au 
point d’injection des vibrions, un cedeme et une infiltration puru- 
lente plus ou moins étendue, qui persiste plus ou moins, et s’ul- 
cére quelquefois pour se réparer ensuite par du tissu cica- 
triciel. | 

‘Sur des cobayes ainsi traités, j’ai retiré, 4 divers intervalles 
successifs, du point d’inoculation du virus et du sérum, une 
goulte d’exsudat que j’ensemengais aussilét dans du bouillon. 
J’ai vu ainsi que le vibrion conserve longtemps sa vilalité et sa 
virulence. Avec un cobaye qui avait recu sur des points assez 
éloignés l’injection du virus et celle du sérum, j’ai ainsi obtenu 
apres six jours des cultures trés virulentes. (V. App. IV, exp. 5.) 
Mais il n’est pas facile de pousser trés loin ces observations, car 
Vabces qui se forme presque toujours au point d’injection du 
virus s’ouvre A l’extérieur et est envahi par des microbes 
variés. 

Quandlesérum préventif estinjectéauméme point quele virus, 
les microbes disparaissent un peu plus vite, l’abcés est un peu 
plus circonscrit et se résorbe en général peu a peu sans s ouyrir. 
Ainsi, sur deux cobayes qui avaient recu, en méme temps que 
4 c. c. de culture virulente, respectivement 3 et 5 c. c. de sérum 
préventif, je n’ai plus trouvé de microbes vivants apres 18 et 
24 heures écoulées depuis l’inoculation. 

Mais malgré ces cas exceptionnellement favorables, dans les- 
‘quels le contact du sérum thérapeutique semble accélérer la dis- 
parition des microbes, il reste acquis que les vibrions peuvent 
habiter longtemps les tissus de l’animal sans perdre de leur viru- 
lence, et alors il y aa se demander comment se comporte Vor- 
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ganisme a l’égard des toxines qui ne peuvent manquer de se for- 
mer, puisqu’elles sont liées & la vie des microbes pathogénes. 
Des expériences que nous avons consacrées plus haut a 
démontrer l’absence du pouvoir antitoxique dans le sérum des 
animaux vaccinés l’on ne peut pas conclure qu'il en soit de 
méme dans le corps des cobayes, car nous savons la différence 
des phénoménes qui se passent dans l’organisme et de ceux 


‘qu'on observe dans le sérum extrait de ce méme organisme. On 


peut donc se demander si les cobayes vaccinés ou traités contre 
l'infection par le vibrion avicide sont en état de détruire les 
toxines élaborées par ce vibrion. 

A cette demande ont déja répondu Gamaleia, Pfeiffer, Met- 
chnikoff, qui ont vu que les cobayes complétement vaccinés 
contre le vibrion vivant étaient aussi sensibles aux toxines que les 
cobayes non vaccinés. 

Jepuis, de mon cété, non seulement confirmer ces résultats, 
mais encore ajouter que plus les cobayes sont vaccinés, plus ils 
se montrent sensibles aux toxines, si bien que dans des expé- 
riences failes pour pousser au maximum la tolérance vis-a-vis 
de ces toxines j’ai dit bientét m’arréter, frappé de la sensibilité 
excessive des cobayes vaccinés par comparaison avec les cobayes 
normaux. 

Il y a un dernier point a envisager : les animaux guéris a la 
suite d’un traitement par le sérum thérapeutique n’acquiérent 
pas l'immunité vis-a-vis d’une nouvelle injection virulente, et 
ne fournissent pas un sérum doué de propriétés préventives. 
Ainsi tous ceux de mes pigeons qui avaient survécu a l’injec- 
tion d’une cultuce développée dans le sérum thérapeutique, ont 
été inoculés successivement a différentes périodes avec des 
cultures virulentes, et sont morts dans les délais ordinaires, 
c’est-a-dire en 8 4 16 heures. De méme pour les cobayes, avec 
lesquels la mort arrive seulement avec un retard plus ou moins 
marqué, imputable a la petite quantité de substance vaccinante 
inoculée avec le virus et le sérum préventif. 

En considérant maintenant la grande facilité de la vaccina- 
tion contre le Vibrio Metchnikovt, et la petite dose de substance 
vaccinante nécessaire pour cela, on ne s’explique pas comment 
les vibrions ne produisent pas ce qu’il faut de vacein pour con- 
férer l’immunité, pendant leur période de vie dans les tissus. 
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En rapprochant ce fait de ce que nous savons sur la manieré 
d’étre des vibrions dans le sérum des animaux vaccinés, il faut 
retenir que si les vibrions, tout en vivant dans les lissus et en 
y conservant leur virulence, n’éliminent pas leurs principaux 
produits d’échange, c’est sans doute qu’ils n’y vivent pas libres, 
et sont peut-étre a l’intérieur des éléments cellulaires de l'in- 
filtration sous-cutanée qui se forme au point d’inoculation du 
virus. 

Pour se faire une idée précise de cette possibilité, il suffit 
d’extraire une goulte de cette infiltration chez un cobaye 
traité par le sérum thérapeutique, el de examiner au micro- 
scope aprés coloration préalable ; on reste alors surpris de l’ab- 
sence complete des vibrions, qu’aucune recherche ne permet de 
découvrir. Si, au contraire, on met 4 37°, a état de goutte pen- 
dante, un peu de cette sérosité, on y trouve, au bout de quelques 
heures, de nombreux vibrions endocellulaires, qui finissent par 
envahir toute la goutle. D’ou sont-ils venus, et comment se sont- 
ils ainsi multipliés en dehors de l’organisme vivant ? 

Les expériences de M. Metchnikoff sur le vibrion avicide et 
le coccobacillus du Hog-Choléra ont montré que les microbes 
peuvent étre englobés par les phagocyles et yrester longtemps 
vivants, de facon 4 pouvoir s’y développer et envahir Je liquide 
ambiant, dés que le phagocyte est placé dans de mauvaises 
conditions d’existence en dehors de lorganisme. Cela nous 
explique la contradiction apparente que nous venons de signa- 
ler entre Jes résultats de l’examen microscopique et ceux de la 
culture en goutte pendanle, et nous voyons aussi pourquoi, 
pendant leur long séjour dans les tissus d’un animal traité par 
le sérum thérapeutique, les vibrions peuvent rester vivants a 
l'inlérieur des leucocytes, et sans donner des produits d’échange; 
nous pouvons admettre enfin que ces leucocytes peuvent étre 
un moyen efficace de résistance @ la maladie. 


VI 


Quel est le proces de guérison d’un animal traité par le 
sérum thérapeutique? L’étude de cette question a une impor- 
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tance tres grande, surtout en ce moment, en présence des tenta- 
tives si nombreuses d’hématothérapie. 

Comme nous avons pu retirer; apres plusieurs jours, des 
vibrions virulents du corps d’animaux traités par le sérum 
préventif, on ne saurait attribuer la guérison a une action bacté- 
ricide ou atténuante du sérum. Nous ayons pu aussi éliminer la 
possibilité d’un pouvoir antitoxique du sérum lui-méme. Il ne 
nous reste donc plus qu’a chercher du cdté des éléments 
cellulaires. 

Pour étudier leur intervention dans toutes ses phases, et la 
mettre en rapport avec les phénoménes qui accompagnent l’éli- 
mination des microbes de lorganisme, la meilleure méthode 
est d’étudier pas & pas tout ce qui se passe dans la région limi- 
tant le foyer ot se poursuit le proces local de l’infection et de 
la guérison, et de mettre en regard ce proces local et les modi- 
fications qui peuvent se produire dans l’organisme. 

Pour la premiere partie de cette étude, j'ai choisi 3 cobayes, 
dont un bien vacciné, en prenant soin que leur peau ne fut pas 
pigmentée, ce qui rend plus difficile la comparaison entre les 
manifestations phlogistiques locales. Apres avoir dilué dans un 
peu de bouillon une grosse couche de culture récente sur gélose, 
je leur ai inoculé a chacun, dans le pavillon de Voreille droite, 
5 gouttes de ce liquide. L’un d’eux, un cobaye non vacciné, a 
reguen outre sous la peau du dos 5c. c. de sérum tiré d’un 
cobaye vacciné: 

J’avais ainsi trois animaux dans les conditions suivantes : 

I. Cobaye neuf, témoin, inoculé par le virus. 

If. Gobaye vacciné, inoculé par le virus. 

III. Cobaye neuf, inoculé par le virus, et ayant subi ultérieu- 
rement une injection de sérum thérapeutique. 

L’objectif principal de cette série d’expériences était l’étude 
des rapports entre les vibrions et les leucocytes au point d’ino- 
culation : ce qui vaudra mieux que toute description, c'est la 
reproduction presque textuelle de mon cahier d’expériences. 

L’inoculation a eu lieu 4 9 heures du matin, le 2 aoadt. A 10 
heures, les 3 cobayes présentaient une hyperémie cutanée 
intense. A 11 heures, chez tous apparaissait la tuméfaction 
cedémateuse de l’oreille. 

Ici les différences commencent. 


al 
re 


1. Copaye Nneur : 345 er, 


3h. s.— Ledéme a en- 
vahi la nuque et le cou. 
Oreille pourpre. énormé- 
ment tuméfiée. Dans une 
goutte de l’cedéme, quan- 
tité énorme de vibrions 
libres et pas de leucocytes. 
Méme résultat pour l’exa- 
men des parties périphé- 
riques de Vinfiltration. 


4h. s.— L’cedéme s’é- 


tend rapidement;Toreille- 


est tuméfiée et noire, et la 
peau se lacére sur divers 
points, donnant issueaun 
liquide trouble chargé de 
vibrions, 

5 h. s. — l’animal se 
plaint et semble trés ma- 
Jade ;cedéme énorme,gon- 
flé, noiratre, forgant l’a- 
nimal a incliner la téte du 
cété de l’oreille inoculée. 


9. h. s. — Mort. Dans 
le liquide de l’edéme, 
énorme quantité de vi- 
brions libres, avec trés 
peu de leucocytes. Cul- 
tures positives du sang et 
des organes. 
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EXPERIENCE A 
Il. Copaye vaccrne : 252 gr. 


Lieedéme s’est trés peu 
étendu au pavillon de 
Poreille, qui est conges- 
tionnée, mais sans tache 
hémorragique. L’exsudat 
retiré du point d'inocula- 
tion et des régions plus 
périphériques montre peu 
de vibrions libres, au mi- 
lieu d’un grand nombre 
de leucocytes, dont quel- 
ques - uns contiennent 
beaucoup de vibrions 
dans leur protoplasme. 


L’animal va bien. L’ce- 
deme nes’est pas étendu ; 
le pavillon de loreille se 
maintient a l'état hypé- 
rémieé. 


Méme état. Les leuco- 
cytes ala partie périphé- 
rique del’cedéme sont trés 
nombreux et bourrés de 
vibrions. Encore quelques 
vibrions isolés, mais en 
petit nombre. 


(3 aout). L’animal ya 
tres bien. L’edéme de 
Voreille tend a disparaitre 
rapidement. La _ partie 
centrale s’est mortifiée et 
le proces de réparation a 
commencé. Dans le li- 
quide on ne trouve que 
des leucocytes dont beau- 


coup contiennent des vi- 


brions. Pas de vibrions 
libres. Les cultures en 
bouillon faites avec une 
goutte de l’cedéme se mon- 


trent virulentes. 


. Til. Copaye nevur : 397 gr. 


Liedéeme s’est étendu un 
peu autour de Voreille, 
quiest trés hypérémiée et 
cedémateuse. Les prépa- 
rations faites avec le li- 
quide de divers points de 
la région tuméfiée présen- 
tent beaucoup de vibrions 
et une quantité médiocre 
de leucocytes. : 


t 


Lanimal va bien. L’oe- 
déme ne s’étend pas, mais 
il reste notable, etla con- 
gestion du pavillon est 
plus grande que chez le 
cobaye vacciné. 


Méme état : dans le li- 
quide de l’cedéme, peu de 
vibrions et de leucocytes, 
dont quelques-uns con- 
tiennent des vibrions dans 
leur protoplasma. 


L’animal va bien. L’c- 
déme a en grande: partie 
disparu et tend a se cir- 
conscrire. La peau des 
régions centrales com- 
mence a se mortifier. Plus 
de vibrions libres, mais 


beaucoup de leucocytes, | 


dont quelques-uns sont 
chargés de vibrions. Les 
cultures en bouillon faites 


-avec une goutte de l’a- 


déme se montrent viru- 
lentes, 


Ces constatations ont une signification bien claire et ne lais- 
sent aucun doute sur la part réservée aux leucocytes dans le 


16 
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proces complexe de la guérison. Nous voyons d’un cété un ani- 
mal sensible chez lequel l’invasion se fait vite, sans obstacle et 
sans rencontrer de réaction cellulaite. Tous les tissus envahis 
deviennent le sidge d’une multiplication abondante des vibrions, 
Jes leucocytes sont rares ou absents, et en peu de temps l’infec- 
tion se généralise et aboutit a la mort. 

Pendant ce temps, chez l’animal vacciné, invasion micro- 
bienne reste limitée, et on voit apparaitre au voisinage du point 
d’inoculation des masses de cellules mobiles qui semblent faire 
obstacle a ]’expansion des vibrions et en englobent de grandes 
quantités. Ces phagocytes s’avancent jusqu’au centre de larégion 
cedématiée, et poursuivent si bien leur ceuvre de destruction qu'il 
ny a plus de vibrions libres au bout de vingt-quatre heures. 
L’animal ne donne aucun signe de souffrance, soit locale, soit 
générale, et se rétablit vite. Un tissu conjonctif remplace la 
région nécrosée, el il n’y a bientét plus d’autre trace de l’opéra- 
tion qu’un tissu cicatriciel plus ou moins déformé. 

Chez l’animal soumis simultanément au traitement par le 
sérum préventif, la réaction cellulaire est un peu moins marquée 
que chez Je vacciné, mais les leucocytes envahissent de la méme 
facon la région infectée, et arrivent 4 circonscrire et a détruire 
peu a peu les germes virulents. Apres l’acmé de la maladie, le 
processus de réparation se fait comme dans l’animal vacciné. 

Un fait remarquable dans cette expérience, c’est lhyperé- 
mie vasculaire qui se manifeste a l’origine chez les trois ani- 
maux. Il contredit l’hypothése d’aprés laquelle les bactéries 
pathogeénes élimineraient une substance capable de paralyser les 

centres vaso-dilatateurs. 

Dans ces expériences, la paralysie vaso-dilatatrice ne s’est 
pas produite; les phénoménes inflammatoires et, parmi eux, la 


dilatation vasculaire et par suite la possibilité de la diapédése, 


ne peuvent avoir rencontré aucun obstacle dans les animaux 
neufs ou vaccinés, et malgré cela les premiers sont morts et les 
seconds ont survécu. Ceci indiquerait que limmigration leuco- 
cytaire ne dépend pas de l'influence des produits microbiens sur 
lappareil nerveux vaso-moteur. 

Dans l’expérience cilée par Bouchard ' 4 l’appui de son hypo- 


4. Essai d'une Théorie de infection. (Sonderabdruck aus den Verhandl. des X. 
inter. med. Congresses. Berlin, 1890.) 
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these, fondée, comme il a été dit, sur les travaux de Charrin et 
Gamaléia', et de Charrin et Gley®, on voit, en effet, que pour 
obtenir une paralysie du centre vaso-dilatateur on doit employer 
une dose de toxines relativement énorme : ainsi ces savants 
injectaient dans les veines du lapin 10 c. c. d’une culture stéri- 
lisée du bacille pyocyanique. 

Or, dans l’organisme, il ne se forme pas & la fois une aussi 
grande quantité de produits microbiens. Cela fait croire qu’au 
commencement de l’infection, c’est-a-dire quand les toxines ne 
sont encore qu’en quantilé minime, et quand débute et se déve- 
loppe l’activité utile des phagocytes, la dilatation vasculaire et, 
a sa suite, la diapédése ne doivent pas étre entravées. En outre, 
daprés les expériences récentes de Massart et Bordet °, l’intro- 
duction d’une dose mortelle des produits bactériens du bacille 
pyocyanique ne donne jamais lieu a une contraction générale des 
vaisseaux sanguins et n’est nullement capable d’empécher leur 
dilatation. - 

Tout ceci est tellement évident et se reproduit, avec le Vibrio 
M., @une maniere si régulitre et démonstrative, qu’on ne pour- 


rait, je crois, choisir de meilleur exemple pour donner une con- 


ception claire des rapports entre les microbes et les éléments 


‘cellulaires dans la défense de l’organisme lésé. 


Mais les déductions tirées de examen microscopique ne 
peuvent résoudre avec exactitude qu’un cété de la question : 
celui qui regarde le mode de réaction des leucocytes envers les 


microbes. Pour éclaircir d’une maniére générale le phénoméne 


complexe de cette activité cellulaire, il faut préciser l’entité et 
Vimportance de l’émigration leucocytaire, il faut établir ses rap- 
ports avec la réaction générale de l’organisme entier. 

La conception ingénieuse de l’école de Bouchard, d’aprés 
laquelle la guérison serait un phénoméne dépendant des poisons 
microbiens, qui provoquent ou entravent la diapédése, n’est 
point confirmée par l’expérience ci-dessus citée. Cela tient évi- 
demment & ce que le processus de guérison est rattaché a des 


1. Sur inflammation. (Comptes rendus de la Societe de Biologie. 5 juiltet 1890.) 

2. Recherches expérimentales sur l’action des produits secrétés par le bacille 
pyocyanique sur le systéme nerveux vaso-moteur. (Archives de physiologic normale 
et pathologique. Octobre 41890.) 

3. Le chimiotaxisme des leucocytes et infection microbienne. ‘Ann, deV Institut 
Pasteur, 1891.) 
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phénoménesd'ordre général d’une tout autre nature. Aprés avoir 
vu que la destructiondes microbes s’accomplit par les phagocytes, 
nous pouvons établir par des chiffres l’entilé de leur concours. 

Dans ce but, j’ai refait une nouvelle série d’expériences tout 
a fait identiques aux précédentes, avec la préoccupation nou- 
velle d’étudier le nombre des globules blanes (qui doivent étre 
considérés comme les phagocytes les plus actifs) dans le courant 
sanguin et dans l’exsudat inflammatoire local pendant toute la 
durée del'infection et de la guérison. J’étudiais en méme temps 
les rapports de ces nombres avec la réaction générale de l’orga- 
nisme, réaction indiquée par le tracé des températures. 

Apres avoir d’abord calculé le nombre relatif des leucocytes 
dans le sang, j inoculais le virus dans Voreille d’un cobaye neuf, 
d’un cobaye vacciné et d’un cobaye traité par 5 c. c. de sérum 
préventif. Aprés quoi je répétais cette numération de temps en 
temps, en |’étendant, en outre, au liquide contenu dans l’edéme 
inflammatoire de l’endroit infecté. 

J’employais, pour compter les leucocytes, le compte-glo- 
bules de Malassez. J’avais soin d’injecter le sérum préventif a 
celui des deux cobayes neufs dont le sang contenait le plus 
petit nombre de globules blancs. 


Les résultats de ces observations sont exposés sur le tableau 


suivant ; 
EXPERIENCE B 
I. Cobaye neuf (témoin), 330 grammes; 
Il. Cobaye vacciné, 392 grammes ; 
III. Cobaye neuf (traité par le sérum préventif), 460 grammes. 
Le 4 aout, & 11 heures du matin, on inocule le virus aux 
cobayes n* I, Ef et IfI et le sérum au cobaye no III. 
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LEUCOCYTES DE L’0EDEME 
TTT 8 Bn 
HEURES NOMBRE 
; Ah, s. ; Pas 205,000 32,000 
en oe 20,100 465,000 58,000 
Onbse 300 600,000 188,000 
coBAYE I. copaye II. copaye III. 
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LEUCOCYTES DU SANG PAR M. M. C, 


COBAYE COBAYE COBAYE 


HEURES, * OBSERVATION 


II lll 


On inocule le virus aux cobayes I, 
II, TI, et le sérum (5 ¢.c¢) au 
cobaye Ill. 


48,000 
35,000 


29,000 + Le cobaye témoin I est mort 4 
3 heures du matin, de Vinfection 
géneéralisée typique. 


24,000 
26,000 
22,000 
22,000 
20,000 
20,000 
18,000 
20,000 


Ces chiffres ne font que confirmer les résultats de l’observa- 
tion microscopique, qui ont déja établi le rdle des leucocytes 
dans le systeme de défense de l’organisme contre V’invasion 
microbienne. Nous voyons que ce role fail presque compléte- 
ment défaut dans l’cedeme inflammatoire du cobaye témoin. 
Tandis que chez le cobaye vacciné et le cobaye soumis au traite- 
ment, le nombre des leucocytes émigrés dans le foyer d’infec- 
tion atteint, aprés cing heures, le chiffre déja considérable de 
205,000 et de 32,000 par mm.c., chez le cobaye neuf, linfection 
donne pour résultat le chiffre 0 de leucocytes! 

A 9 heures du soir, quand le phagocytisme parait avoir 
alteint le maximum de son intensité, les leucocytes immigrés 
dans I’cedeme du cobaye témoin ne sont qu’au nombre de 300 par 


mm. c., tandis que chez le cobayevacciné etle cobaye traité par 


le sérum thérapeutique ils atteignent le nombre élevé de 600,000 
et de 188,000. 
Les données fournies par le sang s’accordent aussi a mer- 
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veille. avec ces résultats : chez le cobaye témoin, le nombre 
des globules blancs commence a subir une décroissance rapide 
tout de suite apres l’inoculation*du virus, décroissance qui 
persiste jusqu’é la mort. Chez les autres cobayes, c’est le 
contraire qui a lieu : il se produit une vraie leucocytose qui 
dure pendant des jours de suite, jusqu’a ce que la guérison 
locale se soit définitivement terminée. (Voir la planche I, 
qui donne aussi la marche des températures pour les 3 cobayes. ) 

Comment se produit cette leucucytose générale, destinée a 
exercer une grande influence sur l’issue de l’infection? 

Nous possédons encore peu de connaissances exactes a ce 
sujet. D’apres Werigo ' et Limbeck ?, il se produirait une espéce 
d’excitation chimique (peut-étre par les toxines microbiennes) 
qui conduirait & une nouvelle production de leucocytes. D’aprés 
Remer *, cette multiplication des leucocytes se produirait par 
voie directe ou indirecte dans le sang méme. 

Il n’entre pas dans le cadre de ces recherches d’aborder 
une question qui nous ménerait loin du but proposé. Mais on ne 
peut s’empécher de se rappeler ici que dans ces derniers temps, 
surtout grace aux travaux de Leber *, Massart et Bordet *, et 
Gabritchevsky °, il a été démontré que les leucocytes sont doués 
d’une sensibilité tout a fait particuliére vis-a-vis des substances 
chimiques de différente nature. Cette sensibilité chimique ou 
chimiotaxie est nommée positive, aégative ou (neutre) indiffé- 
rente, suivant que les leucocytes sont attirés, repoussés ou point 
du tout influencés par les substances avec lesquelles ils viennent 
en contact. Récemment Massart et Bordet ’ ont en outre démontré 
que le sérum des lapins, vaccinés contre le microbe pyocya- 


1. Les globules blancs protecteurs du sang. (Annales de I'Inst. Pasteur, 41892, 
p. 478.) 

2. Klinisches und Experimentelles ueber entzundliche Leucocytose. (Zeits- 
chrift fur Heilkunde, Bd. X.) 

3. Die chemische Reizbarkeit thierischer Zellen. (Virchow’s Archiv. 1892, vol. 122, 
p. 28.) 

4. Ueber chemiotaktische Bewegungen von Bacterien, etc. (Untersuch a. d. bot. 
Institut sw Tubingen, Bd. 11.) 

5. Recherches sur lirritabilité des leucocytes (Journal de la Soc. roy. des 
Sciences med. et nat. de Bruwelles, 1890). 

6. Sur les propriétés chimiotaxiques des leucocytes. (Annales de l’Inst. Pasteur, 
p- 434, 1891.) 

7. Le chimiotaxisme des leucocytes et infection microbienne. (Annales de U’Inst. 
Pasteur, p. 434, 1894.) 
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nique, attire énergiquement les leucocytes des lapins neufs, grace 
dune chimiotasie positive. 

Jai aussi toujours constaté une leucocytose notable chez le 
cobaye 4 la suite d’une inoculation de sérum préventif. Ainsi 
j'ai observé une augmentatien considérable des leucocytes dusang 
d’uncobaye de 370 grammes, qui avait regu sous la peau 7 c. c. 
de sérum, retiré d’un autre cobaye vacciné contre le vibrion. 
Avant l’injection il possédait 10,000 globules blancs par mm. c.; 
une heure aprés, ce nombre était monté a 18,000, trois heures 
apres 4 23,000 : six heures aprés il était tombé a 1,200, 
et dix heures plus tard il était revenu & l'état primitif, c’est-a- 
dire a 10,000. 

Par conséquent, tous ces faits font croire qu’une grande 


partie de ce travail phagocytaire, qui représente le meilleur 


systéme de défense contre l’invasion des bactéries dans l’orga- 
nisme du cobaye vacciné ou du cobaye trailé par le sérum pré- 
ventif, peut étre intimement lié a la propriété chimiotaxique 
positive des leucocytes vis-a-vis du sérum lui-méme. 


Vo 


Malgré la valeur démonstrative des expériences ci-dessus 
décrites, il pourrait encore subsister une derniére incertilude sur 
Vimportance majeure du réle des phagocytes dans la guérison, 
incertitude rattachée a l’action du sérum préventif dans l’orga- 
nisme des animaux neufs inoculés par une culture virulente. Il 
est vrai que nous ne connaissons jusqu’ici au sérum préventif 
aucune action sur la vie ou sur la virulence des microbes ; 
néanmoins j’ai cru devoir éliminer quelques doutes a ce sujet 
par une nouvelle série d’expériences, déterminant d’une maniére 
absolue la part d’action appartenant au sérum préventif, et 
celle appartenant aux leucocytes durant la période de gué- 
rison. 

Il est clair que si le sérum préventif n’agit pas indirectement, 
en stimulant l’activité des phagocytes, il doit agir d’une autre 
maniere, ou bien en exercant une influence directe sur les 
bactéries, ou bien en formant des combinaisons éventuelles 
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organiques, capables A leur tour d’influencer la vie et la virulence 
des bactéries elles-mémes. me . 

Dans le premier cas, le concours des leucocytes est donc 
indispensable et par suite aussi le fonctionnement normal de la 
chaleur animale, condition essentielle qui maintient ieur vie 
et leur activité. Dans le second cas, le sérum aurait une action 
chimique et devrait alors pouvoir agir aussi sans le concours 
d’une température strictement normale. 

It est donc nécessaire de vérifier l’influence du refroid?sse- 
ment du corps sur ]'issue de la guérison aprés traitement par le 
sérum préventif, ee 

Il a étésouvent constaté que l’abaissement de la température 
du corps, de méme que beaucoup d'autres conditions défavorables 
a l’organisme, diminuent notablement I’activité fonctionnelle 
des leucocytes. Pasteur ‘, Metchnikoff ?, Hess * et Wagner * ont 
ensuite démontré en particulier pour les poules, naturellement 
réfractaires au charbon, que l’on: pouvait les tuer par cette 
maladie si on les refroidissait (bain de sige, antipyrine, etc.). 
Dans ce cas, la mort dépendait toujours de la décroissance de 
Pénergie des leucocytes, et par la de l’impossibilité dans laquelle 
se trouvaitl’organisme lésé de réagir et de se libérer des microbes 
pathogénes. 

J’ai fait de la maniére suivante trois expériences sur l’effet 
du refrvidissement artificiel surla résistance du cobaye traité par 
le sérum thérapeutique : 


I, cobaye (témoin). — Injection sous-cutanée de 1c. c. de 
culture virulente. 
II, cobaye (témoin). — Injection sous-cutanée de 1 c. c. 


de culture virulente et de 5 oc. c.de sérum d’un ‘cobaye 
vacciné. 

III, cobaye. — Injection sous-cutanée de 1 c. c. de culture 
virulente et de 5c. c. de sérum d’un cobaye vacciné. 

IV, cobaye (témoin). — Aucune inoculation. 

Les cobayes n® [et I furent laissés en observation dans leurs 


1. Bulletin de V Academie de médecine, 1878, 

2. Ueber die pathologische Bedeutung d. intracellularen Verdauung. (Fortschritle 
der Medicin, 1884, n° 17.) 

3. Untersuchungen zur Phagocytenlehre. (Virchow’s Arehiv. t. CIX, Heft 3, 1887.) 

4, Le charbon des poules. (Annales de l'Institut Pasteur, 1890, p. 570.) 
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cages oydinaires et les cobayes n° III et IV furent mis dans un 
récipient métallique, contenant de l’eau a 20° & peu pres, qui 
leur baignait les extrémités et jusqu’au quart du corps. 

Dans cette expérience, le cobaye n°I servait de témoin pour 
la virulence de la culture employée; le cobaye n° II devait 
démontrer l’effet du sérum préventif chez un animal, maintenu 
dans des conditions normales; le cobaye n° III, le méme effet 
chez un animal soumis au refroidissement; le cobaye n° IV, 
soumis aux mémes conditions, mais non inoculé, devait faire 
voir le degré de froid pouvant étre sunporté par un animal sain. 

Dans toutes les expériences, je constatai la mort des cobayes 
n°: J et III. 

Dans la premitre expérience, le cobaye n° I mourut aprés 


dix heures; le cobaye n° IT guérit comme d’habitude; le cobaye | 


n° III eut un fort et rapide abaissement de température qui dura 
jusqu’au soir, ow il fut retiré du bain avec le n° IV, a cause d2 
Vimpossibilité de les surveiller la nuit. Le lendemain matin, ils 
furent tous les deux remis au bain. | 

Tandis que le cobaye n° IV restait presque complétement 
insensible a l’effet du refroidissement, le cobaye n° III subit de 
nouveau un rapide abaissement de température et succomba le 
soir méme (33 heures apres l’inoculalion du virus). Sa tempéra- 
ture rectale élait de 32°,3; ’examen microscopique et les cul- 
tures démontrérent la présence du vibrion dans le sang et dans 
les organes. 

Dans Ja seconde expérience, le cobaye témoin n° I et le 
cobaye n° II se comportérent comme 4 l’ordinaire ; ainsi le pre- 
mier succomba aprés 12 heures et le second guérit compléte- 
ment. Le cobaye témoin n° IV ne ressentit presque point leffet 
du bain froid, tandis que le cobaye traité n° III eut un abaisse- 
ment de température rapide et continu dés qu'il fut mis en con- 
tact avec l’eau. Il succomha, apres 8 heures, a une infection 
eénéralisée. Dans ce cas, le sérum préventif ne manifeste non 
seulement aucun effet sur le ralentissement de la maladie, mais 
Vanimal traité par lui succomba beaucoup plus tét que le 
témoin. 
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IV. Cobaye neuf (témoin refroidi), 333 grammes, N’ayant subi aucune 


Effet du refroidissement sur un cobaye traité par le serum préventif. 
jnoculation. 


I. Cobaye neuf (témoin non refroidi) , 265 grammes. 


virus. 
Il. Cobaye neuf (témoin non refroidi), 485 grammes. 


virus et injection du sérum préyentif. 


WI. Cobaye neuf (refroidi) 


injection du sérum préventif, 
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Dans la troisivme expérience, les cobayes témoins (I et IT) 
se comportérent comme d’habitude; le cobaye témoin n° IV, 
aprés avoir subi un abaissement de température notable, se 
remit bientdt et survécut, tandis que chez le cobaye n° III l’hy- 
pothermie persista sans interruption jusqu’a la mort, qui survint 
8 heures aprés Vinoculation du virus, et une heure avant la: 
mort du cobaye témoin no J. 

On peut se faire une idée tres claire de cette expérience en 
examinant, sur la figure 1, les tracés de température de tous les 
animaux. 

Pour le cobaye III, le bain froid avait été suspendu 4 2 heures 
‘du soir: latempérature s’est un peu relevée ensuite, mais la mort 
est survenue le méme jour a 5 heures du soir. 

Apres ce qui a élé exposé plus haut, je me crois dispensé de 
faire des commentaires sur ces expériences. 

Elles démontrent encore une fois que le sérum préventif 
n’influence pas l’organisme lésé par une action quelconque sur 
les bacléries, mais bien par une excitation spécifique de l'activilé 
des cellules, et queles animaux, rendus malades par l’infection, 
mais susceptibles de guérison, succombent infailliblement s’ils 
sont privés du concours salutaire des phagocytes. 


VIII 


Les conclusions que l’on peut déduire des recherches expo- 
sées dans cet article peuvent étre britvement résumées comme 
il suit : 

Pour ce qui concerne l’issue de l’infection chez un animal 
vacciné, nous avons trouvé que : 

1o Les microbes peuvent se développer sans difficulté, méme 
dans le sérum des animaux vaccinés ; 

20 Les microbes, au lieu de s’y alténuer, y acquiérent au 
contraire une virulence plus grande; 

3° Le sérum des animaux vaccinés n’est pas doué d’une pro- 
priété antitoxique et n’empéche pas la formation des toxines 
microbiennes ; 

40 Les animaux vaccinés échappent a l’infection grace a 
lefficacité du concours des phagocytes. 
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Pour ce qui concerne l’issue de la guérison chez les animaux 
traités par le sérum thérapeutique, nous avons trouvé que: 

lo Le sérum des animaux vaccinés est doué de propriétés 
éminemment préventives ; 

20 L’inoculation de ce sérum aux animaux réussit toujours 
a prévenir la maladie; . 

3° Le sérum stimule l’activité cellulaire en provoquant le 
concours des leucocytes dans la circulation générale et au point 
de lV’inoculation ; 

4o La destruction des microbes dans l’organisme trailé par 
le sérum préventif s’opére toujours par les phagocytes; 

5o Le refroidissement du corps paralyse l’action des phago- 


cytes, qui ne réagissent plus a la stimulation du sérum préventif, ; 
et ’organisme traité succombe inévitablement a l’infection. ; 
; 

Mes recherches ont été faites & l'Institut Pasteur, dans le 
laboratoire de M. Metchnikoff et sous sa direction. Je lui 
exprime ici ma vive reconnaissance pour ses conseils précieux 


et pour son aimable hospitalité. 


APPENDICES 


N° 4 


Expériences comparatives qui démontrent labsence de la propriété atté- 
nuante du sérum et Vaction des cultures dans le sérum entier et dans 
le serum soumis au lavage. 


I. (2 juillet). — On ensemence 5.c. c. du sérum d’un cobaye vacciné, 
avec le sang d’un cobaye mort en 48 heures. 


(4id). — Un cobaye n° 1 est inoculé sous la peau avec 1 c. ec. de culture 
développée dans le s¢rum susmentionné ; un cobaye n° 2 est inoculé avec le 
résidu de 3c. c, de la culture filtrée et lavée; un cobaye n° 38 est inoculé 
avec 4c. c. d’une culture en bouillon, obtenue un jour avant la culture en 
sérum, Les cobayes n° 4 et n° 2 survivent, le cobaye n° 3 meurt en 10 a 12 
heures. 


Il. (7 dd). — On ensemence 8 c. ¢, de sérum préyentif avec des fragments 
de rate d'un cobaye mort le méme jour. 


(12 id). — Un pigeon (370 gr.) n>? 1 est inoculé sous la peau avec ic. c. 
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dune culture en bouillon, faite avec le sang d'un cobaye mort le 7 juillet; 
un pigeon n° 2 (276 gr.) est inoculé par tc. c. de culture en sérum; un pigeon 
n° 3 (210 gr.) est inoeulé par le résidu de 1 c. c. d'une culture en sérum 
soumise a la filtration et au lavage; un pigeon n° 4 (315 gr.) est inoculé 
par 1 c. ec. dune culture en bouillon, obtenue un jour avant la culture 
développée dans le sérum. Les pigeons n%* 2 et 4 survivent (la culture 
inoculée au n° 4 était souillée), et les pigeons n° 1 et 3 meurent aprés 
13 heures 1/2. 


Ill, (46 id). — 4 ec. ce. de sérum préventif sont ensemencés avec un 
- fragment de rate d'un cobaye mort en 14 heures. 


(19 td). — Un pigeon n° t (320 gr.) est inoculé par 1 c. c. d’une culture 
en bouillon, faite avec le sang dun cobaye mort le 16¢ jour; un pigeon 
n° 2 (280 gr.) inoculé par 1c. c. d'une culture développée dans le sérum; 
un pigeon n° 3 (300 gr.) est inoculé avec le résidu de 1 c. c. de la méme 
culture lavée. 


(20 id). — Un pigeon n° 4 (325 gr.) est inoculé par 1c. c. d’une culture 
en bouillon, obtenue directement de la culture développée dans le sérum. 
Le pigeon n° 1 est mort aprés 14 heures; le pigeon n° 4 aprés 9 heures; les 
pigeons n°s 2 et 3 survivent. 


IV. (20 7d). — 5 ec. e. de sérum sont ensemencés avec le suc splénique 
d'un cobaye, mort en 16 heures. 


(24 id). — Un pigeon n° 4 (260 gr.) est inoculé par la culture développée 
de cet ensemencement; un pigeon n° 2 (265 gr.) est inoculé avec le résidu 
de 1 c. c. de la culture en sérum; un pigeon n° 3 (312 gr.) est inoculé avec 
1 c. ec. @une culture en bouillon, obtenue directement un jour avant la 
cuiture en sérum. Le pigeon n° {1 meurt aprés 10 heures; le n° 2 aprés 
27 heures; le no 8 aprés 14 heures. 


V. (22 id). — 4. c. de sérum sont ensemencés avec du sang d’un cobaye 
mort le méme jour. 

(B id). -— Un pigeon n° 4 (375 gr.) est inoculé avec une culture en 
bouillon, obtenue du sang du cobaye susmentionné; un pigeon n° 2 (339 gr. 
est inoculé par 4 c. c. de la culture en sérum; un pigeon n° 3 (380 gr.) est 
inoculé avec le résidu de1c. c. delaméme culture filtrée et lavée; un pigeon 
n° 4 (346 gr.) est inoculé avec 1 c. c. d’une culture en bouillon, obtenue le jour 
précédent, directement de la culture dans du sérum. Le pigeon n° 1 meurt 
aprés 13 heures: le n° 2 suryit; le n° 3 meurt aprés 10 heures; le n° 4 survit 
(la culture était contaminée). 


a 
VI. (27 id). — 5c. c. de sérum sont ensemencés avec le suc splénique 
d'un cobaye mort en 20 heures. 


(Jer aout). — Un pigeon n° 1 (390 gr.) est inoculé avec 1 c. c. dela culture 
développée dans le sérum susmentionné ; un pigeon n° 2 (395 gr ) est inoculé 
avec le résidu lavé de 1 ¢. c. de la méme culture; un pigeon n° 3 (382 gr.) 

inoculé avec 1c.c. d’une culture en‘bouillon, ensemencée directement le 
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jour précédent, d'une culture dans du sérum. Le n° 1 survit; le n° 2 meurt 
aprés 44 heures; le n° 3 meurt aprés 14 heures. 


VII. (27 juillet). — 5c. c. de sérum sont ensemencés avec le suc splé- 
nique du cobaye de |l’expérience VI. 

(1er aowt.) — Un pigeon n° 1 (253 gr.) est inoculé par 1 c. c. d'une culture 
développée dans le sérum; un pigeon n° 2 (435 gr.) est inoculé avec le résidu 
lavé de 1 c. c. de la méme culture; un pigeon n® 3 (410 gr.) est inoculé 
avec 1c. c. d’une culture dans du bouillon, obtenue directement un jour 
avant la culture dans le sérum. Le pigeon n° 4 survit; le n° 2 meurt-aprés 
14 heures; le n° 3 meurt aprés 16 heures. ; 


VIII (19 id.). — 4 ¢. c. de sérum d’un lapin vacciné sont ensemencés 


avec une culture de vibrion sur gélose, obtenue dun cobaye mort en 
to} 


{8 heures. 


(24 id.). — Un pigeon n° 1 (310 gr.) est inoculé avec 1 c. c. d'une cul- 
ture non filtrée; un pigeon n° 2 (285 gr.) est inoculé avec le résidu lavé 
de 1 c. c. de la culture susmentionnée; un pigeon n° 3 (325 gr.) est inoculé 
avec 1 c. c. d’une culture dans du bouillon, culture obtenue un jour avant 
la culture dans le sérum. Le n° 4 survit; le n° 2 meurt aprés 16 heures; 
le n° 3 meurt aprés 9 heures. 


IX (te? septembre). — 5c. c. du sérum ens cobaye vacciné sont ense- 
mencés avec une culture du vibrion sur gélose. 


~ (4 id.). — Un cobaye n° 1 (400 gr.) est inoculé dans le péritoine avec 
4c. ce. d’une culture dans du bouillon, obtenue de la susdite culture sur 
gélose; un cobaye n° 2 (412 gr.) est inoculé dans le péritoine avec 4 c. c. de 
la culture dans du sérum non filtré; un cobaye n° 3 (442 gr.) est inoculé dans 
le péritoine avec le résidu lavé de 4c. c. d’une culture dans du sérum; un 
cobaye n° 4 (395 gr.) est inoculé dans le péritoine avec 1 c. c. d'une culture 


dans du bouillon, obtenue un jour avant la culture dans le sérum. Le cobaye 


n° 1 meurt aprés 16 heures; le n° 2 survit; le n° 3 meurt aprés 8 heures; le 
n°4 meurt aprés 10 heureu.. 


\ 


Now: 


Expériences qui démontrent Vabsence du pouvoir antitoxique du sérum 
des cobayes vaccines. 


I (14 aot). — Le cobaye n° 1 (310 gr.) est inoculé sous la peau avec 
9c. c. d’une culture stérilisée (3 0/0 de son poids) et mélangée avec 7 c. c. 
du sérum d’un cobaye vacciné. Le cobaye n° 2 (300 gr.) témoin, est inoculé 
avec 9 c. c. d’une culture stérilisée. Le cobaye n° 4 survit; le cobaye n° 2 
meurt apres 5 heures. 


II (16 id.). — Le cobaye n° 4 (305 gr.) est inoculé sous la peau avec 
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12 e. c. d'une culture stérilisée (4 0/0 de son pe et mélangée avec 7 ¢. ¢. 
du sérum d’un cobaye vacciné; le cobaye n° 2 (318 gr.), témoin, est inoculé 
avec la méme quantité de la culture stérilisée. Le cobaye ae} survit, le 


cobaye n° 2 meurt aprés 6 heures. 


II (23 id.). — Le cobaye n° 4 (350 gr.) témoin, recoit une inoculation 
sous-cutanée de 8 c. c. 3/4 d'une culture stérilisée (2,5 0/0 du poids); le 
cobaye n° 2 (340 gr.) est.inoculé avec la méme dose mélangée avec 7 c. c. 
de sérum d'un cobaye vacciné; le cobaye n° 3 (345 gr.) est inoculé par la 
méme dose de la culture stérilisée, mélangée avec 7 c. c. de serum normal. 


. Le cobaye n° 1 meurt aprés 25 heures; le cobaye n° 2 meurt aprés 


82 heures ; le cobaye n°3 meurt aprés 25 heures. 


IV (34 id.). — Le cobaye vacciné n° 1 (395 gr.), témoin, est inoculé sous 
la peau avec 12 c. c. d’une culture stérilisée (3 0/0 de son poids); le cobaye 
n° 2 (380 gr.), est inoculé avec la méme dose, mélangée avec 7 c. c. de sérum, 
obtenu trois jours auparavant par une saignée du cobaye n° 1; le cobaye 
n° 3 est ineculé sous la peau avec 12 c. c. de sérum normal, mélangé avec 
9c. c. d'une culture stérilisée (3 0/0 du poids de l’animal). Le cobaye n° 4 
meurt aprés 15 heures; le cobaye n° 2 meurt aprés 10 heures; le cobaye 
n° 3 meurt aprés 14 heures. 


V (4 id.). — Cobaye vacciné n° 1 (442 gr.), témoin. Inoculation sous- 
cutanée de 12 c. c. d'une ‘culture stérilisée (3 0/0 du poids); le cobaye n° 2 
vacciné (395 gr.), témoin, inoculation avec la méme dose; le cobaye neuf 
n° 3 (400 gr.) est inoculé avee la méme dose, mélangée avec 8 c. c. de 
sérum du cobaye vacciné; le cobaye n° 4 neuf (250 gr.) est inoculé sous la 
peau avec 12 c.c. d'une culture stérilisée et mélangée avec 10 c. c. de 
sérum normal. Le cobaye n° 1 meurt aprés 12 heures; le cobaye n° 2 aprés 
9 heures; le cobaye n° 3 aprés 13 heures; le cobaye n° 4 aprés 16 heures. 


VI (43 id.). — Un cobaye de 385 grammes est inoculé sous la peau avec 


12 c. c. dune culture dans du sérum d’un cobaye vacciné. La culture était — 


stérilisée aprés 15 jours, est employée dix jours aprés (3 0/0 du poids de 
Vanimal). Le cobaye succombe aprés 9 heures. 

VII (13 id.). — Un cobaye de 400 grammes est inoculé sous la peau avec 
10 c.c. de la méme culture que celle employée dans |’expérience précédente 
(2 1/2 0/0 du poids de l’animal). Mort aprés 9 heures. 


VIII (14 id.). — Un cobaye de 350 grammes est inoculé sous la peau 
avec 7 c.c. de la méme culture que dans l’expérience précédente (2 0/0 du 
poids). Mort aprés 44 heures. 


N° 3. 


Expériences qui démontrent Uaction préventive du serum 


des cobayes vaccines. 


I (19 juillet). — Le cobaye n° 1 (600 gr.), témoin, est inoculé sous la 
peau avec { c. c, d'une culture virulente dans du bouillon; le cobaye n° 2 
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(630 gr.) est inoculé avec 1 c. c. de la méme culture, mélangée avec 3c. c. 
de sérum d’un cobaye vacciné; le cobaye n° 3 (437 gr.) est inoculé avec 
4 c.c. de la méme culture et séparémentyavec 5c. c. du méme sérum. Le 
cobaye n° 4 meurt environ 18 heures aprés; les cobayes n° 2 et n° 3 sur- 
vivent. 

II (21 id.) — Cobaye n° 1 (465 gr.), témoin, est inoculé sous la peau avec 
4 c. c. d'une culture virulente dans le bouillon; le cobaye n° 2 (435 gr.) 
recoit 1 c. c. de la méme culture mélangée avec 0,5 c. c. d’un sérum 
préventif; le cobaye n° 3 (460 gr.) est inoculé avec 1 c. c. de la méme culture 
mélangée avec 1c. c. du méme sérum. Le cobaye n° 1 meurt DEES 20 heures; 
les cobayes n° 2 et n° 3 survivent. 


III (28 id.). — Cobaye n° 4 (580 gr.), témoin, est inoculé avec 1 c. c. d’une 
culture virulente; le cobaye n° 2 (505 gr.) est inoculé avec 1 c. c. dela méme 
culture et, en un autre point éloigné, avec 3 c. c. du sérum préventif; le 
cobaye n° 3 (430 gr.) est inoculé avec 1 c. c. de la culture et avec 4c. c. du 
sérum préventif 4 distance; le cobaye n° 4 (475 gr.) est inoculé avec 1 ©. ¢. 
de la culture et avec 4c. c. du sérum 4 distance; le cobaye n° 5 (520 gr.) 
est inoculé avec 1 c. c. de la culture et 4 distance avec 4 c. c. du sérum 
préventif. Le cobaye n° 1 meurt a peu prés en 16 heures; les cobayes n° 2 et 
n° 3 survivent; le cobaye n° 4 meurt aprés 24 heures; le cobaye n° 5 aprés 
6 jours. 


IV (2 aotit). — Le cobaye n° 1 (345 gr.), témoin, est inoculé avec 
4 gouttes d’une culture virulente dans l’oreille; le cobaye n® 2 (395 gr.) 
est inoculé avec 5 gouttes de la méme culture dans l’oreille et avec 5 c¢. c. 
du sérum préventif sous la peau du dos. Le cobaye n° 1 meurt aprés 
41 heures; le cobaye n°2 survit. 


V (4 id.). — Le cobaye n° (330 gr.), témoin, est inoculé avec 5 gouttes de 
culture virulente sous la peau de l’oreille; le cobaye n° 2 (460 gr.) est inoculé 
avec 5 gouttes de la méme culture sous la peau de l’oreille et avec 5 cm. c. 
de sérum préventif sous la peau du dos. Lecobaye n° 1 meurt aprés 17 heu- 
res, le cobaye n° 2 suryit. 


VI (5 septembre). — Le cobaye n° 4 (450 gr.), témoin, inoculation sous- 
cutanée dun c. c. de culture virulente; le cobaye n° 2 (430 gr.) est ino- 
culé (dans le dos) avec 1 c. c. de la méme culture et avec 5 c. c. de 
sérum préventif & distance (membre postérieur.) Le cobaye n° 1 meurt 


apres 12heures et le cobaye n° 2 survit. 


VI (6 id.) — Le cobaye n° 1 (266 gr.), témoin, est inoculé avec 1 c. c. 
d'une culture virulente; le cobaye n°2 (485 gr.) est inoculé sous la peau du 
cou avec 1c. c. de la méme culture et a distance (extrémité du dos) avec 
5c. c. de sérum préventif, Le cobaye n° 1 meurt aprés 9 heures et le 
cobaye n° 2 survit. 
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No 4 


Virulence des cultures faites avec Vexsudat des cobayes vaccinés et des cobayes 
traités avec le sérum préventif. 


POINT RESULTAT POIDS 
NATURE ET ORIGINE DE L’EXSUDAT. de de 


D INOCULATION. 


LINOGULATION. | L’ANIMAL, 


Culture de lV’exsudat d'un cobaye s l : Le 
hypervaceiné (24 heures apres} °°G) gj boat ae nee 510 
VYmoculation du virus). as Sake 


Culture de Vexsudat d’un cobaye ‘ , 
vacciné (24 heures aprés l’inocu- Bea aaa Na 490 
lation du virus). 4 = ie 


3. |Culture de l’exsudat d’un cobaye 
traité avec le sérum préventif] Sous la peau | Mort aprés 389 
(24 heures aprés Pinoculation du du dos. 42 heures. = 
virus et du sérum), 


4. |Culture de Vexsudat d’un cobaye 7 

traité par le sérum _ préventit| Sous la peau | Mort aprés. 400. 
(24 heures aprés l’inoculation du] du dos, 14 heures. 
virus et du sérum). 


5. |Culture de l’exsudat d’un cobaye 
traité avee le sérum préventif.| Sousla peau | Mort aprés 560 
(6 jours aprés l’inoculation du du dos. 416 heures, 
virus et du sérum). 


6, |Culture de l’exsudat d’un cobaye 


traité avec le sérum_préventif| Sousla peau | Mort aprés 388 
(2 jours aprés Vinoculation duj| de l’oreille. 20 heures. 


virus et du sérum). 


Culture obtenue de Vexsudat d’un 
cobaye traité avec le sérum pré-| Sousla peau | Mort apres 400 
ventif (4 jours aprés Vinoculation| de l’oreille. 47 heures. 

du virus et du sérum). 


N° 5 


Expériences qui démontrent Vinfluence du refroidissement sur les cobayes trai~ 
tés par le sérum préventif. 


EXPERIENCE | 


Cobaye n° 1, 10 gr. (témoin non refroidi). Injection de 5 gouttes de cul- 
ture virulente sous la peau de l’oreille. 

Cobaye n° 2, 358 gr. (témoin non refroidi). Injection de 5 gouttes d’une 
culture virulente sous la peau de Voreille et de 5 c. c. de sérum préventif 
Sous la peau du dos. 
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Cobaye n° 8, 370 gr. (refroids). Injection comme la précédente. 
Cobaye n° 4, 360 gr. (témoin refroidi). Sans inoculation aucune. 


‘ 
. 


Températures rectales. 


29 AOUT. 30 AOUT 24 AOUT. 


gm. 110 m[LL m.J12 mj 1s. ] 8s.) 5s. ] 68. | 8s. | 9m. i mids. | 3s. ] 6s. | 8s. tt my} 1s. 


4er}37,9 37,9 37,8]37, 2/36, 5/36,2/35,5135,3] » » » | » dng eee » » 
2¢ 138,2/38,2/37,8/38,0/38,5]38,5/39,5)/39 

3& 138,5/37,0]33,4/32,8]33,2133,5/30,5/26,0/2 
4€ 138 ,6/37,4)35,9|35,7137,2137,7|36,5/32,8 


EX PERIENCE II 


Cobaye n° 1, 425 er. (témoin non vefroidt) Injection sous-cutanée de 1c. c. 
de culture virulente. 

Cobaye n° 2, 425 gr. (témoin non refroidi). Injection sous-cutanée (au cou) 
de 1 c. c. dela méme culture et a distance (au dos) injection de 5c. c. 

Cobaye n° 3, 445 gr. (refroidi). Injection comme la précédente. 

Cobaye n° 4, 430 gr. (témoin refroidi) Aucune inoculation. 


Températures rectales. 


5 SEPTEMBRE. 


EXPERIENCE III 


Cobaye n° 4, 265 gr. (témoin non refroidi). Injection sous-cutanée de 
1c. ce, de culture virulente. 

Cobaye n° 2, 485 gr. (témoin non refroidi). Injection sous-cutanée (cou) 
de 1c, c. de culture et a distance (dos) injection sous-cutanée de5 c. c. de 
sérum préventif. 

Cobaye n° 3, 375 gr. (refroidi). Injection comme la précédente. 

Cobaye n° 4, 335 gr. (témoin refroidi). Aucune inoculation. 


v1 < Z, 2 
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Températures rectales. 


6 SEPTEMBRE. 7 SEPTEMBRE. 


$m. |10 mjit m. 


37,8 | 37,9 | 37,6 | 37, 4|37,0| 36,3 | 38, 
39,2 | 40,4 | 39,7 | 39,7 | 39,0 | 38,5 | 39,7 | 38,5 | 38, 39,6 | 39,4 
37,2 | 36,7 | 35,7 | 31,0 | 34,0 | 22,0 | 24,0 | 23,0 | 22, rae 

38,0 | 33,0 | 33,8 | 32,6 | 32,6 | 31,0 | 30,2 | 31,6 | 31,8 | 32,2 | 32,8 | 34,8 


a EXPLICATION DE LA PLANCHE II. 


Cette planche résume les résultats de l’expérience B (p. 244 et 245). 
Be Elle donne, pour chacun des cobayes, la température, le nombre des 
4 leucocytes dans un mill. cube du liquide de l’edéme et du sang aux 
diverses périodes de l'expérience. La représentation coloriée fait on 
les différences sautent aux yeux. 
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CONTRIBUTION A W'ETUDR DR VIMMUNITE 


ACQUISE CONTRE LE PNEUMOCOQUE 


(Travail du laboratoire de M. Metchnikoff a l'Institut Pasteur), 


Par B. ISSAEFF. 


AVANT-PROPOS 


L’immunité acquise contre le pneumocoque de la pneumonie | 


fibrineuse a été Vobjet de sérieuses recherches de plusieurs 


‘savants, mais il suffit de jeter un simple coup d’ceil sur leurs 


conclusions pour s’apercevoir des contradictions importantes et 


méme du désaecord complet de leurs opinions sur la question 


des causes de l’immunité acquise contre le pneumocoque. C’est 
pour éclairer cette question controversée que nous avons entre- 
pris ce travail sous l’inspiration du professeur Metchnikoff, a qui 
nous tenons a témoigner ici notre profonde reconnaissance pour 
les conseils qu'il nous a prodigués au cours de nos recherches. 

Foa et Carbone (1), puis Emmerich et Fawitzky (2), gué- 
rissaient la pneumococco-septicémie chez les lapins et les 
souris par des injections de sérum et d@humeurs d’animaux 
vaccinés contre le pneumocoque. Ces auteurs attribuent la gué- 
rison & la propriété bactéricide des humeurs de Vorganisme 
vacciné. 

Krouse et Pansini (3) arrivent a la méme conclusion, aprés 
avoir constaté in vitrola diminution progressive du nombre des 
microbes dans les cultures du pneumocoque dans le sérum 
d@’animaux vaccinés. 

Behring et Nissen (4), dans leurs recherches sur le déve- 
Joppement de différents microbes dans le sérum d’animaux 
réfractaires & ces microbes, ont trouvé que le pneumocoque, 
ensemencé méme en trds faible qnantité, se développe trés bien 
dans le sérum des rats, des cobayes et des chiens vaccinés. 
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Selon M. Roger (5), la virulence du pneumocoque serait 
atténuée dans le sérum d’animaux vaccinés contre ce microbe. 

M. Arkharoff (6) admet que le sérum peut avoir dans cer- 
taines conditions des propriétés bactéricides. 

Contrairement aux auteurs précédents, M. Mosny (8) trouve 
que la virulence du pneumocoque augmente considérablement 
si on le cultive dans le sérum d@’animaux vaccinés. L’immunité 
serait due, pour cet auteur, 4 une propriété toxinicide du sérum 
du sang. 

MM. G. et F. Klemperer (7), n’ayant pu constater la pro- 
priété bactéricide du sérum en question, cherchent a expliquer 
Yimmunité acquise par la propriété qu’aurait le sérum de neu- 
traliser les toxines. Quant aux phénoménes de phagocytose, ils 
ne les contestent pas, mais leur attribuent peu d’importance. 

De cette analyse rapide des opinions de divers auteurs, nous 
voyons done qu’on peut rapporter ces opinions a trois théories 
principales : 

1° Pour les uns, l’immunité acquise contre le pneumocoque 
résulterait de ce que les humeurs et le sérum du sang de l’ orga- 
nisme vacciné empéchent le développement du microbe, qui 
périt dans les humeurs (théorie bactéricide). 

2° Dautres auteurs, tout en admettant la possibilité du déve- 
loppement du pneumocoque dans un organisme vacciné, pen- 
sent, en s appuyant sur quelques faits, que ce microbe perd ses 
propriétés pathogénes sous [influence du sérum vacciné, et 
devient par conséquent inoffensif pour lorganisme (théorie de 
Vatténuation). 

3° D’autres enfin nient les deux théories précédentes, et 
cherchent a expliquer limmunité acquise contre le pneumocoque 
par la propriété qu’aurait le sérum d’animaux vaccinés de neu- 
traliser les toxines du pneumocogue (antitoxicité du sang). 

Pour ce qui concerne la propriété bactéricide ou atténuante 
des humeurs, l'étude est simple, mais les recherches sur la pro- 
priété antitoxique des humeurs sont un peu plus délicates, et au 
cours de nos recherches il y a 4 surmonter une premiére diffi- 
culté : pour bien mettre en évidence l’action neutralisante du 
sérum d’animaux vaccinés sur les toxines, il fallait trouver le 
moyen d’obtenir des toxines assez puissantes pour que leur 
action sur l’organisme fat hors de doute. 
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DE LA VIRULENCE ET DE LA TOXICITE DES. CULTURES DU PNEUMOCOQUE. —— 
EXALTATION DE LA VIRULENCE DU PNEUMOCOQUE PAR DES PASSAGES 
SUCCESSIFS DANS LE PERITOINE DES LAPINS. — DES TOXINES DU SANG 
DE LAPINS MORTS DU PNEUMOCOQUE. — DES TOXINES DANS L’EPANCHE- 
MENT PLEURO-PERITONEAL DE LAPINS ET DE CHIENS MORTS DU PNEU- 
MOCOQUE. 


‘Le pneumocoque de Talamon-Fraenkel ne produit pas, dans 
les cultures, dei toxines fortes et durables. La virulence et la 
texicité des cultures de ce microbe diminuent d’une facon 
notable déja 3 ou 4 jours apres lensemencement; en méme 
temps, la culture devient légérement acide. Du 20° au 30° jour, 


Ja texicité»a; presque complétement disparu. Les cultures dans 


le bouillon ide veau (sans peptone), ou dans le bouillon addi- 
tionné de 5a 10 0/0 de sérum de lapin, ainsique les cultures dans 
le jus'de-viande, ou sur de la gélose, ou dans le sérum gélatinisé 
dussang de!lapin, présentent en général un faible pouvoir 
toxique, lors méme qu’elles sont récentes. L’injection intravei- 
neuse de ces différentes cultures, stérilisées de diverses facons, 
wWest‘pas mortelle pour les lapins, méme a la dose de 3, 5 0/0 du 
poids de Vanimal. 

? Le. sérum!du sang de lapin est le milieu le plus favorable 
pour :les-cultures. L’injection intraveineuse d’une culture en 
sérumstérilisée:provoque de graves troubles dans lorganisme 
du lapin. A la dose de 2, 5 0/0 du poids de l’animal, on obtient 
des oscillations de la température du corps atteignant 3°, 5. 

‘ La‘stérilisation des cultures par le chloroforme ou par l'eau 
chloroformée présente quelques avantages sur la méthode de 
stérilisation par chauffage & 58° pendant 2 heures; elle est 
également préférable 4 la stérilisation par l'acide phénique ou 
Vacide thymique. 

Uneveulture de pneumocoque qu’on neutralise & l’aide d’un 
appareil:spécial, laissant tomber goutte a goutte une solution de 
bicarbonate de soude d'une fagon automatique et régulidre, ne 
devient pas plus forte au point de vue de sa toxicilé. 

‘Dans des cultures & l’abri de lair, le pneumocoque se déve- 
loppe moins rapidement et moins abondamment. Ces cultures 
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nont pas présenté de réaction acide, mais leur toxicité est aussi 
faible que celle des cultures ordinaires. 

Les cultures dont nous avons parlé étaient ensemencées avec 
du sang de lapins qui venaient de succomber a V’infection pneu- 
mococcique. Le degré de virulence du microbe était maintenu 
fixe 4 aide d'une série de passages successifs sous la peau des 
lapins. 

Le peu de certitude des recherches sur le pneumocoque dans 
les conditions exposées m’a conduit 4 chercher les moyens de 
rendre les toxines plus fortes. 

La production de toxines plus ou moins fortes est toujout 
en rapport avec le degré de virulence de chaque microbe. hh 
paraissait done qu’en augmentant la virulence du pneumocoque 
on devait par la augmenter la toxicité de ses cultures. Or, les 
cultures du microbe exalté, obtenues dans divers milieux nutri- 
tifs, se sont montrées seulement un peu plus toxiques que celles 
du microbe non exalté, car ces cultures ne déterminaient la 
mort des lapins qu’a la dose de 2, 5 0/0 du poids de l’animal. 

L’évaporation dans le vide des cultures stérilisées au chlo- 
roforme ne nous donna pas non plus le résultat cherché. Une 
culture, évaporée au dixiéme de son volume primitif, et injectée 
dans le péritoine d’un lapin a la dose de 1 0/0 du poids de l’animal, 
provoque de graves troubles, sans cependant amener la mort. 

Ces résultats ne me satisfaisant point, je poursuivis mes 
recherches. 

Lexaltation de la virulence du pneumocoque s’obtient le plus 


facilement par des passages successifs dans le péritoine des 


lapins. Le virus, fixé préalablement par des passages sous- 
cutanés, gagne rapidement en virulence ala suite d’inoculations 
intrapéritonéales. 

Pour les 10 a 12 premiers passages, la quantité de virus 
nécessaire pour l’injection intrapéritonéale doit étre considérable, 
de 1a1,5c. c. de sang d’animaux récemment morts dinfection 
pneumococcique. 

Dans la suite des passages intrapéritonéaux, les lapins suc- 
combent avec un épanchement péritonéal trés riche en microbes, 
Leur sang, de couleur rouge foncé, également riche en microbes, 
perd au 10° ou 12° passage la propriété de se coaguler, en méme 
temps qu'il devient extrémement toxique et virulent. Il est, par 
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conséquent, nécessaire de diminuer la dose dans les inoculations 
successives, 4 mesure que la virulence du sang augmente. Ainsi, 
apres le 10° passage, il suffit d’introduire dans le péritoine du 
41° lapin 6 A 8 gouttes de virus. Si l'on injecte des doses 
plus fortes, la mort des animaux survient en partie du fait de 
Vintoxication. Dans ce dernier cas, le sang est parfaitement clair, 
de couleur presque normale, susceptible de se coaguler, et 
pauvre en microbes. 

De Vaction du virus exalté sur les animaux. — Une goutte de: 
sang virulent d’un lapin qui vient de succomber, introduite 


dans le péritoie d’un lapin neuf, suffit pour le tuer en 10 ou 


42 heures. Une dose plus forte améne la mort en 8 ou 9 heures. 


En augmentant la dose, il ne faut cependant pas dépasser 


0,75 c. c., car, si lon injecte, par exemple, 1, 5c. c., les lapins. 
succombent parfois au bout de 5 heures 1/2, mais c’est 1a, 
croyons-nous, l’effet de intoxication par les toxines contenues:. 
dans le sang. 

A la suite d’une injection sous-cutanée de 4 a 6 gouttes 
de sang virulent, ies lapins succombent au bout de 12 a 15 heures. 

Si on continue pendant longtemps les passages intrapéri- 
tonéaux exclusivement sur les lapins, le virus s’affaiblit : les ani- 
maux meurent rapidement, et les symptomes de infection. 
changent aussi; au lieu d’une agonie douce, la mort est précédée 
d@une trés grande agitation de l’animal et d’une abondante 
diurése, qui se produit 1 heure ou 4 heure 1/2 avant la mort. 

Mais il suffit de deux ou trois passages intrapéritonéaux sur 
des cobayes ou sur des chiens pour rétablir toute la force du 
virus. Le sang des cobayes et des chiens morts du pneumocoque 
est toujours pauvre en microbes, ce qui nous a fait prendre,, 
pour les inoculations, leur épanchement péritonéal, qui est trés 
abondant, surtout chez le chien. L’épanchement pleural du 
chien est également abondant et riche en microbes; sa quantité 
atteint parfois 50 4 60 ¢. ¢. 

Nous n’avons puréussir a donner injection pneumococcique 
ni aux pigeons, ni aux petits oiseaux, méme en associant les. 
toxines du Bacterium coli ou du Vibrio Metchnikovi. 

De la tomicité du sang virulent des lapins morts du pneumocoque. 


— Le sang stérilisé par chauffage 4 58° pendant 2 heures, ou par 


Yacide phénique, n’est pas trés toxique, mais cependant ce méme 


ys i atts ips Bice 


1) eee) 


LIIMMUNITE CONTRE LE PNEUMOCOQUE. 265 


sang, stérifisé par chauffage 4 Vabri de Vair et injecté a la dose 
de 4 0/0 dans la veine auriculaire d'un lapin, détermine quel- 
quefois la mort de Vanimal. I] nous parait que la stérilisation 
par Peau chloroformée présente quelques avantages. 

Procédé @obtention de toxines du sang. — 1° Recueillir le sang 
de trois ou quatre lapins, morts récemment du pneumocoque, 
dans un vase stérilisé. Il n’est pas difficile de retirer de 18 4 25 c. ¢. 
de sang du cceur du lapin, si l'on a soin de faire l’autopsie immé- 
diatement aprés la mort; 

2° Ajouter au sang recueilli un volume égal d’eau stérilisée 


contenant 1 0/0 de glycérine, et alcalinisée a Vaide de quelques 


gouttes d'une solution concentrée de bicarbonate de soude 
(5 a 6 gouttes pour 100 c. c. de mélange); 

3° Stériliser le mélange par filtration a l'aide du filtre Cham- 
berland. 

Liinjection intraveineuse du produit filtré est quelquefois 
mortelie pour les lapins a la dose de 1 0/0 du poids de l’animal. 

La toxicité de ce produit chauffé a 70° diminue considéra- 
blement, et, aprés chauffage 4 100°, on n’observe plus aucune 
réaction chez les animaux inoculés. 

L’exsudat péritonéal des lapins morts du pneumocoque, 
stérilisé par la chaleur et injecté a la dose de 1 0/0 (du poids de 
lanimal) dans le péritoine, ou dans la veine auriculaire de lapins 
neufs, provoque des troubles trés graves dans l’organisme, mais 
n’a pas déterminé la mort des animaux dans notre série d’expé- 
riences. L’épanchement pleuro-péritonéal des chiens morts du 
pneumocoque parait avoir des propriétés plus toxiques que celui 
des lapins : ces exsudats, stérilisés par filtration et injectés dans 
le sang du lapin, déterminent parfois la mort de l’animal. 


II 
DE L’IMMUNISATION DES LAPINS. — DE L INFLUENCE DES TOXINES DU PNEU- 
MOCOQUE SUR LES LAPINS VACCINES. — LE SERUM DU SANG DES LAPINS 


VACCINES CONTRE LE PNEUMOCOQUE POSSEDE-T-IL LA PROPRIETE DE 
NEUTRALISER 22 Vitro LES TOXINES DE CE MICROBE? 


L’immunisation des lapins contre l’infection pneumococcique 
ne présente aucune difficulté et s obtient facilement par différents 
procédés. Nous nous sommes servis principalement de cultures 
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stérilisées dans du bouillon ou du sérum, en les injectant successi- 
vement dans le sang des lapins a la dose de 10 50 c. c. Comme 
ces injections provoquaient toujours une réaction plus ou moins 
forte, une élévation de température et une diminution progressive 
du poids de l’animal, nous ne faisions la deuxiéme injection que 
lorsque les animaux paraissaient complétement guéris de la 
premiere. Plusieurs lapins ont étéimmunisés ala suite d’injections 
intraveineuses ou intrapéritonéales de sang virulent stérilisé par 
la chaleur ou par Veau chloroformée. Nous nous sommes servis 
avec un égal succés d’injections de toxines extraites du sang par 
filtration, ainsi que de l’exsudat pleuro-péritonéal stérilisé de 
chiens et de lapins morts ala suite d’inoculations intrapéritonéales 
du pneumocoque. I] suffit dune seule injection de toxines a la 
dose de 10 c. c. dans le sang ou dans le péritoine des lapins 
pour les rendre réfractaires 4 un haut degré a l’infection pneu- 
mococcique. 

Les lapins immunisés de cette fagon ont toujours été soumis 
a deux épreuves a laide du sang frais de lapins récemment morts 
du pneumocoque. Pour la premiére épreuve, jinoculais 2 a 
4 gouttes; pour la seconde, 0,5 c.c. de sang virulent. Pour 
maintenir l’immunité, je répétais ces inoculations toutes les 
quatre semaines; la quantité du virus était variable, mais ne 
dépassait jamais 0,5 c. c. pour les injections sous-cutanées, et 
5 4 6 gouttes pour les injections intrapéritonéales. Plusieurs 
lapins avaient recu 9 injections de virus et 5 injections de 
toxines. 

Lorsque les lapins furent complétement remis de leur malaise 
aprés les inoculations d’épreuve, ils purent servir aux expé- 
riences ; le rétablissement était jugé par augmentation du poids 
des animaux en expérience. 

L’action des toxines sur les lapins vaccinés était appréciée 
d’aprés le degré de leur réaction en comparaison avec les animaux 
témoins. 

Les toxines des cultures en bouillon de divers Ages, stérilisées 
de diverses fagons, ainsi que les toxines séparées par filtration du 
sang ou des exsudats, étaient toujours injectées directement 
dans le sang des lapins (veines de Voreille). Dans un cas seule- 
ment nous avons injecté dans la cavité péritonéale le sang 
stérilisé par l'eau chloroformée. Nous avons fait 16 expériences 
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sur l’influence des toxines sur les animaux vaccinés. Dans les 
premiéres expériences, pour vérifier la toxicité des cultures, 
nous avons fait des épreuves complémentaires sur une seconde 
série de lapins vaccinés et inoculés avec du bouillon pur. 

Les résultats de ces 16 expériences furent semblables, comme 
on peut en juger d’aprés les détails de l'appendice I. Malgré les 
variations dans la réceptivité individuelle, les lapins vaccinés 
ont toujours réagi sous l’influence des toxines d’une fagon plus 
énergique que les lapins témoins. 

Dans une expérience (n° 14), le lapin vacciné a succombé 
10 heures aprés Vinjection de toxines, tandis que le témoin 
correspondant a survécu. Dans deux autres expériences 
(n°* 13 et 15), les lapins vaccinés ont succombé, ainsi que leurs 
témoins, dans un espace de temps qui a varié de.35 minutes a 
44 heures pour les premiers, et de 11 heures 4 16 heures pour 
les seconds. Dans l’expérience n° 10, le lapin vacciné a survécu, 
tandis que son témoin a succombé 1 h. 10 min. aprés l’injection . 
des toxines, mais cette expérience n’est nullement en contra- : 
diction avec les précédentes, car le lapin vacciné dontil s’agissait 
était plus fort, agé de un an, et pesait 3,350 grammes, tandis que 
son témoin était jeune et ne pesait que 2,500 grammes. 

Quant aux différences observées dans le temps que les lapins 
mettent a succomber, elles doivent étre aussi considérées comme 
le résultat de leur sensibilité individuelle trés variable vis-a-vis 
des toxines. 

Les lapins vaccinés, une fois rétablis de leur premiére 
épreuve, ont réagi non moins énergiquement a la deuxiéme et a 
la troisitme épreuve avec les toxines €voir tab. I. Exp. n°1,7,10). 

Ces expériences, faites tantot avec des cultures de bouillon 
faiblement toxiques, tantét avec des toxines plus actives, nous 
ont convaincu que les lapins, tout en étant complétement réfrac- 
taires contre l’infection par le pneumocoque, restent sensibles a 
un haut degré aux toxines de ce microbe. Méme de faibles doses 
de toxines (de cultures en bouillon) ne peuvent étre neutralisées 
dans le sang des animaux vaccinés, — ce qui nous améne a cette 
conclusion que l'on ne peut admettre Vexistence d'une propriété anti- 
toxique du sang chez les animaux vaccinés contre le pneumocoque. 

A cet égard, la seconde série d’expériences que nous avons 
faites est non moins convaincante (voir tab. Il. Appendice). Le 
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et 


sérum des lapins vaccinés était mélangé avec un volume égal 
d’une culture fortement toxique de sérum de lapin (stérilisée par 
chauffage 4 58°). Ce mélange était injecté dans la veine d'un 
lapin neuf. Un autre lapin, témoin, recevait la méme quantité de’ 
cette culture toxique mélangée avec un volume égal de sérum 
normal, non vacciné. Dans deux expériences (n*7 et 8), les cul- 
tures furent remplacées par des toxines extraites du sang virulent 
par filtration. 

On se servait toujours de mélanges fraichement préparés. 

Dans les huit expériences que nous avons faites, nous n’avons 
pas observé de différence appréciable dans! énergie de la réaction 
des deux lapins. Quelques particularités de la courbe thermomé- 
trique de plusieurs lapins sont évidemment en rapport avec 
leurs propriétés individuelles. Dans quatre de ces expériences 

(n° 2, 5, 6, 7), nous avons fait des épreuves simultanées de 
Yaction thérapeutique du sérum d’animaux vaccinés, et nous 
avons toujours obtenu un résultat positif. Il a suffi d’injecter, en 
méme temps que le virus, 4, 5 c. c. de ce sérum pour prévenir 
infection générale chez les lapins, qui avaient recu 0,25 c.c. 
de sang virulent en injection sous-cutanée. 

On voit donc par cetensemble de faits que le sérum de lapins’ 
vaccinés contre le pneumonoque ne posséede la propriété de neutraliser 
les toxines de ce microbe ni « in vitro », ni dans Vorganisme. 

MM. G. et F. Klemperer (7), dans une excellente monographie 
sur l’action thérapeutique du sérum d’animaux vaccinés contre 
le pneumocoque, concluent que le sérum de lapins vaccinés leur 
paraissait avoir la propriété certaine de neutraliser in vitro les 
-toxines des cultures de pneumocoque dans le bouillon. Mais ces 
auteurs n’avaient pas étudié l’action des toxines du pneumo- : 
coque sur les animaux vaccinés, et méme, pour la propriété: i 
antitoxique in vitro du sérum thérapeutique, ils ne se pronon-- os 
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cent pas sans quelque hésitation. Ainsi la contradiction appa- 
rente de nos expériences avec les conclusions de Klemperer 
tombe-t-elle d’elle-méme. 
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lil 
CULTURES DU PNEUMOCOQUE DANS LE SERUM DE LAPINS VACCINES. — DIVER- 
SES FORMES DU PNEUMOCOQUE, SA VIRULENCE. — MIGROBES LAVES PRO- 


VENANT DES CULTURES EN SERUM DE LAPINS VACCINES ET DE LAPINS 
NON VACCINES. 


L’ensemencement du pneumocoque dans le sérum de lapins 
vaccinés donne toujours une culture abondante, mais un peu 
moins riche en microbes que les cultures en sérum normal. Les 
expériences ont été faites avec du sérum frais. Le sang, extrait, 
avec toutes les précautions d’une asepsie rigoureuse, de l’artére 
carolide d’un lapin vacciné et complétement rétabli de l’inocula- 
tion précédente, fut laissé a la température de la chambre pen- 
dant 24 heures, pour la coagulation; aprés quoi, le sérum recueilli 
avec une pipette stérilisée fut abandonné encore pendant 
24 heures, pour la séparation des éléments figurés du sang: Le 
sérum provenant de cette deuxiéme séparation fut réparti dans 
des éprouvettes stérilisées, ef ensemencé avec de trés faibles 
quantités de sang virulent 4 l’aide d’une aiguille en platine. 

Plusieurs lapins vaccinés, comme nous l’avons dit plus haut, 
avaient recu 9 inoculations de virus et 5 injections de toxines, 
et malgré cela le pneumocoque, ensemencé dans le sérum de ces 
lapins, se développait toujours trés bien. L’ensemencement de 
virus dilué nous a donné les mémes résultats. Et cependant 
Vaction thérapeutique de ce sérum était marquée: il a suffi d’in- 
jecter 4,546 c. c. dusérum en question pour prévenir l’infec- 
tion généralisée chez les lapins, qui avaient regu 0,25 c. c. de 
sang virulent. Il ne peut donc plus étre question de l’action 
bactéricide in vitro du sérum de lapins vaccinés contre le pneu- 
mocoque. 

L’aspect des cultures du pneumocoque dans le sérum de 
lapins vaccinés différe considérablement de celui des cultures en 
sérum normal. Tandis que, dans ces derniéres, le microbe pro- 
duit un trouble général, dans les premiéres, il se dépose au fond 
et en partie sur les parois du vase, et ne rend pas les cultures 
troubles. Le microbe se présente sous la forme de longues chai- 
- nettes composées parfois de 10 microbes et méme plus; il y a 
du reste beaucoup de diplocoques séparés ou réunis par paires. 
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La forme et les dimensions du microbe varient souvent, mais la 
forme prédominante est la forme lancéolée, qui est réguliére, 
lypique. On observe parfois 4 une des extrémités du microbe 
un épaisissement qui se colore facilement par les couleurs d’ani- 
line. Beaucoup de microbes ont une forme légérement ovale et 
méme tout a fait ronde, en coccus. Mais cette variabilité des 
formes du pneumocoque ne constitue pas un caractére distinctif 
des cultures en sérum vacciné, car on retrouve les mémes diffé- 
rences de formes dans les cultures en sérum normal. Les diverses 
formes du pneumocoque s’observent également dans l’exsudat 
pleural des cobayes inoculés dans le péritoine. Dans l’exsudat 
pleural des chiens, on trouve des formes en chainettes, com- 
posées de 5 87 microbes. Nous n’avons pas observé la prédo- 
minance, indiquée par M. Arkharoff (6), des formes dégénéra- 
tives dans les cultures en sérum vacciné, bien que nous ayons 
employé les differents procédés de coloration et, entre autres, le 
bleu de Loeffler, recommandé par M. Arkharoff. 

Quoi qu’il en soit, les cultures de pneumocoque dans le sérum 
(animaux vaccinés présentent des particularités trés caractéris- 
tiques. Sous l’influence des principes chimiques du sérum vac- 
ciné, le microbe se développe moins abondamment, se modifie 
un peu dans sa forme extérieure, mais ces modifications n’ont 
guére de rapport avec le changement de ses propriétés patho- 
génes. Nous voyons, en effet, que les cultures de pneumocoque 
a labri de lair, quoique pauvres en microbes, sont aussi viru- 
lentes que les cultures ordinaires, toujours trés riches en 
microbes ; malgré le changement de forme que le pneumocoque 
subit dans les ire en pee (courtes chainettes, absence 


de capsule), il ne perd pas ses propriétés pathogénes. 


Du reste, cette question de la virulence du pneumocoque cul- 
tivé dans le sérum de lapins vaccinés mérite d’étre étudiée d'une 
facon trés attentive, étant données les observations contradictoires 
de divers auteurs qui ont fait des recherches spéciales sur ce sujet. 

Les inoculations sous-cutanées de 1 42,5 c.c. de culture en 
sérum thérapeutique datant de 24 & 72 heures déterminent dans 
plus de la moitié des cas une infection générale et la mort chez 
les lapins (voir tab. TV, App.). Les animaux succombent dans un 
espace de temps qui varie de 42 & 152 heures. Quelquefois l’in- 
fection reste localisée et les lapins guérissent, tandis que les 


Ce hot 


3 
: 
1 
3 
$ 


$ 
# 
2 
r 
. 
fl 
A 
- 


L'IMMUNITE CONTRE LE PNEUMOCOQUE. 274 


lapins témoins inoculés sous la peau avec la méme dose de cul- 
ture en sérum normal meurent le plus souvent d’infection géné- 
rale et d'une fagon plus rapide, au bout de 18 4 52 heures (voir 
tab. V, App.). 

M. Roger (5) explique le ralentissement du processus infec- 
tieux et parfois le rétablissement complet, chez les animaux ino- 
culés avec des cultures en sérum thérapeutique, par l’atténuation 
du microbe sous l’influence de ce sérum. M. Roger inoculait aux 
animaux, en méme temps que les microbes, le sérum qui leur 
servait de milieu de culture. Or, cest a Vaction thérapeutique 
de ce sérum que doivent étre attribués le ralentissement et méme la 
guérison du processus infectieux. Pour juger du degré de viru- 
lence dun microbe, il faut annuler l’action thérapeutique du 
sérum quia servi de milieu de culture. On a démontré pour 
d'autres microbes (Hog-Choléra) que le ralentissement de la 
marche de Vinfection, 4 la suite d’inoculations de cultures en 
sérum vacciné, est di a l’action thérapeutique de ce sérum. 
Quant a la virulence du microbe, elle ne change point sous l’in- 
fluence du-sérum vacciné (Hog-Choléra). Les inoculations de 
microbes séparés des cultures en sérum thérapeutique a l'aide 
dun filtre de papier provoquent toujours une infection généra- 
lisée et rapide, — c’est la une expérience fort démonstrative, 
d@autant plus que lisolement absolu des microbes du liquide de 
culture est impossible. 

M. Mosny (8) trouve, contrairement a M. Roger, que les cul- 
tures de pneumocoque dans le sérum thérapeutique, quoique 
moins riches en microbes, sont cependant plus virulentes que 
les cultures dans le sérum normal. 

M. Arkharoff (6) inoculait les lapins avec des pneumocoques 
cultivés dans le sérum thérapeutique et séparés du liquide de 
culture par des lavages. Les expériences étaient faites la plupart 
du temps avec des cultures trop vieilles. Or,le pneumocoque périt 
rapidement dans les cultures. M. Arkharoff mentionne lui-méme, 
dans le mémoire cité, que les cultures du pneumocoque dans le 
sérum d’animaux yaccinés sont mortes déja du 6° au 8° jour 
apres l’ensemencement’. 


4. Comme le travail de M. Arkharoff (Arch. med. exper., 1892, p. 498) a été 
fait dans mon laboratoire, je me crois obligé de donner quelques explications au 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


La question a par conséquent été insuffisamment élucidée. 
Si Patténuation se fait réellement sous l’influence des humeurs 
de Porganisme vacciné, ce processus doit se faire dans les pre- 
miéres heures aprés l’inoculation du virus. Aussi avons-nous 
fait des expériences avec des cultures jeunes datant de 24 a 
72 heures. 1, 2 ou 2,5 c. c. de culture en sérum thérapeu- 
tique étaient filtrés sur un filtre de papier. Aprés quoi on avait | 
soin de laver deux ou trois fois les microbes restés sur le filtre © { 
avec une solution physiologique de chlorure de sodium; ensuite 
le résidu, recueilli A aide d'un pinceau stérilisé et délayé dans 
2 c. c. de solution de sel marin, était injecté sous la peau dun 


sujet de ses expériences sur la prétendue atténuation du pneumocoque dans le 4 
sérum des lapins vaccinés. Sur mon conseil, M. Arkharoff inocula parallélement | 
des cultures entiéres et des cultures aussi débarrassées que possible du sérum. | 
Mais dans la grande majorité de ses expériences il se servit de cultures trop vieilles, | 
de 3, 4, etc., et méme de 8, 9 et 10 jours. Or, il est’ suffisamment connu que pour 
Pétude de la virulence il faut se servir de cultures jeunes. Une seule expérience | 
de M. Arkharoff (n° XVII), faite avec une culture de 4 jour, a donné un résultat 
positif. Mais la plus grande cause d’erreur des expériences de M. Arkharoff pro- 
vient de ce qu’il a injecté plusieurs fois des cultures mortes, ne donnant plus 
de microbes aprés le réensemencement dans du bouillon (Exp. XII, XIV, XX). Il . 
est évident que leS cultures mortes ou 4 peine vivantes ne petvent nullement ’ 
servir pour l'étude de la virulence. Si nous excluons les expériences, faites avec ' 
ces cultures, nous verrons que les faits observés par M. Arkharoff ne’ confirment 
nullement sa conclusion. Dans trois cas (Exp. nes VII, IX, XXI), auxquels il 
faut ajouter encore un quatriéme (que M. A. n’a pas mentionné dans son tableau 
de la p. 544), les lapins inoculés avec des cultures entiéres ont survécu, tandis 
que les lapins qui ont recu les cultures débarrassées du sérum sont morts en 
2-4 jours. Dans cing autres expériences (n°s IV, VI, XVII, XVIII, XIX), les lapins : 
inoculés avec des cultures privées du sérum sont morts avant leurs témoins. 
Dans une expérience, les deux lapins sont morts en méme temps. De tout l’en- 
semble des expériences de M. Arkharoff, il n'y a en qu'une seule (n° XI) ot la culture 
notoirement vivante (dans l’Exp, n° XV le contrdle n’a pas été fait) n’a pas tué le 
lapin auquel elle a été injectée sans le sérum. Mais c’était une culture de 5 jours, 
dont la faiblesse s’explique facilement par son Age avancé. 

Il résulte de cette analyse que les expériences de M. Arkharoff, malgré l’em- 
ploi de vieilles cultures, confirment le résultat obtenu par M. Issaeff, &- savoir 
que les cultures dans le sérum des lapins vaccinés sont virulentes, mais pas toujours 
mortelles, a cause de V’action préventive du sérum. 

Je saisis cette occasion pour informer les lecteurs du mémoire de M. Arkharoff 
que cet observateur a confondu plusieurs fois le pneumocoque avec le microbe 
de la pneumo-entérite des porcs, trés virulent pour le lapin. Une fois M. Arkharoff 
me montra un lapin vacciné, mais mort & la suite de l’injection du pneumo- 
coque dans une oreille cedématiée artificiellement. Comme ce cas semblait indi- 
quer que le pneumocoque, inoculé dans un endroit trés pauvre en phagocytes , 
pouvait occasionner la mort d’un lapin vacciné, je me suis mis A l’étudier, et je | 
constatai aussitot qu'il s’agissait du microbe du Hog-Choléra et non du pneumo- — 
coque. M. Arkharoff le décrit (p. $24) comme « une des formes modifiées du 
pneumocoque ». L’obstination de M. Arkharoff a ne pas employer la coloration de 
aN Gram (y. la note de la p. 503 de son mémoire) lui a facilité cette erreur. 
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lapin. On inoculait un autre lapin, témoin, sous la peau, avec 
une culture non lavée, d une dose de 1 A 2.5 ¢. ¢. 

Malgré le lavage soigné, il reste toujours une certaine quan- 
tité de sérum thérapeutique sur les microbes et dans leurs cap- 
sules. Cette circonstance, aussi défavorable qu inévitable, se com- 
plique dune autre également inévitable, — d’une perte considé- 
rable en microbes, dont une partie passe a travers le filtre, une 
autre reste sur le filtre et sur le pinceau. Pour mettre en évi- 
dence cette perte en microbes, il suffit de toucher, avec le pin- 
ceau qui a servi dans l’expérience, une surface de gélose de 
9 centimétres carrés, pour la voir se couvrir au bout de 8 
heures dune trés riche culture de pneumocoque. 

Eh bien, malgré toutes ces circonstances défavorables, la 
mort des lapins inoculés avec les microbes lavés survient tou- 
jours plus vite que chez les lapins qui ont regu des cultures non 
filtrées. Sur 17 lapins inoculés avec des cultures brutes, 12 ont 
succombé de 42 a 152 heures aprés l’inoculation et 5 ont survécu. 
Sur 16 autres lapins inoculés avec des microbes lavés, 14 ont 
succombé a linfection générale au bout de 30 4 70 heures aprés 
Vinoculation. L’accélération de la marche de Vinfection a tou- 
jours été trés marquée chez ces 14 lapins. Dans deux expériences 
seulement, les lapins, inoculés avec des microbes lavés, ont 
survécu, mais ces expériences ne peuvent pas annuler les pré- 
cédentes, étant données les conditions défavorables susindiquées 
et la résistance individuelle trés variable des animaux d’expé- 
rience (v. tab. [V, Append.). Cela est d’autant plus vrai que les 
inoculations de cultures brutes en sérum normal ne déterminent 
pas non plus toujours l’infection généralisée et la mort des lapins 
(voir tab. V, App.). 

Pour nous conyaincre de l’influence de la perte de microbes 
sur le ralentissement de la marche de l’infection, nous avons fait 
les trois expériences suivantes. Trois lapins inoculés avec des cul- 
tures brutes en sérum normal ont succombé en 20, 24, 30 heures. 
Trois autres lapins inoculés avec des microbes lavés, provenant 
des mémes cultures ont succombé en 42, 42, 60 heures (voir 


tab. V, App.). 


Quatre expériences ont été entreprises pour avoir une idée 
de Vinfluence thérapeutique que pourrait exercer 1 c. c. de 
sérum yacciné. Sur quatre lapins, inoculés avec un mélange de 
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cultures lavées en sérum normal et de 1 c. c. de sérum thérapeu- 
tique, deux lapins ont suryécu, et deux ont succombé en 
60 et 74 heures. Les témoins Soe inoculés avec des 
cultures brutes ont succombé en 22, 26, 18 et 51 heures (voir 
tab. V, App.). 

Enfin, pour élucider complétement la question de l’atténuation 
du pneumocoque, nous avons encore fait les cing expériences 
suivantes, qui nous paraissent trés concluantes, et dans lesquelles 
nous avons transplanté le microbe du sérum thérapeutique dans 
du bouillon (voir tab. TV, App.). Si l’atténuation du microbe se 
fait réellement. sous Vinfluence du sérum thérapeutique, le 
pneumocoque atténué étant réensemencé dans un nouveau 
milieu nutritif doit produire une génération également peu viru- 
lente. Or, nous avons observéle contraire : la culture en bouillon 
(soit culture fille B), résultant de ’ensemencement du pneumo- 
coque de la culture en sérum thérapeutique (soit culture mére A), 
était beaucoup plus virulente que la culture mére. 

On voit donc par toutes ces expériences que Von ne peut 
attribuer une action atténuante quelconque au sérum de lapins vac- 
cinés contre le pneumocoque. Le pneumocoque, cultivé dans le 
sérum thérapeutique, conserve ses propriétés virulentes, et est 
par conséquent capable de produire des toxines. 

En effet, si on ensemence le pneumocoque dans 15 a 20 c. ¢. 
de sérum vacciné, et d’autre partdans du sérum normal, sion laisse 


_les cultures se faire 438°, et si ensuite on injecte ces cultures 


stérilisées a deux lapins,on voit lesanimaux manifester leur intoxi- 
cation avec une méme énergie de réaction, avec des oscillations 
de température de 3° a 3°,5. Ces expériences au nombre de~ 
cing ont toutes donné le méme résultat (voir tab. III, App. ‘FE 


IV 
DU PROCESSUS D'INFECTION LOCALE PAR LE PNEUMOCOQUE. — COMBIEN DE 

TEMPS LE MICROBE INOCULE SOUS LA PEAU DES LAPINS VACCINES PEUT-IL 

CONSERVER SES PROPRIETES VIRULENTES ? — COMBIEN DE TEMPS DURE SA 

VITALITE? — CONCLUSIONS GENERALES. 

Passons maintenant a l’étude du processus dinfection locale 
déterminée par le pneumocoque dans l’organisme des animaux. 
Sur.le lapin, cette étude se fait tres aisément, surtout a la suite 
(inoculations sous la peau de loreille. La température relati- 
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vement basse de Voreille du lapin présente sans doute une 
condition quelque peu défavorable pour le développement du 
processus infectieux, mais cela ne change point les conditions 
générales, et Pinfection se manifeste par les mémes phénoménes 
que ceux que l’on observe aprés l’inoculation sous-cutanée en 
tout autre point du corps du lapin. 

Inoculons une goutte de sang virulent sous la peau de l’oreille 
de deux lapins dont lun est vacciné et lautre neuf (témoin). 
Une heure aprés Vinoculation, l’oreille malade du lapin vacciné 
présentera un cedéme assez marqué, tandis que le témoin n’aura 
qu une infiltration trés légére, mais, au fur et 4 mesure du progrés 
de infection, on verra se produire le phénoméne inverse : au bout 
de 24 heures, par exemple, le lapin témoin aura un cedéme assez 
marqué, tandis que chez le lapin vacciné cedéme sera a peine 
appréciable. 

Si aprés avoir retiré une petite quantité de sérosité de 
loedéme, au point d’inoculation, chez le lapin vacciné, une heure 
aprés Vinoculation du virus, ou ensemence avec une trace du 
liquide retiré un bouillon, et que lon fasse la méme expérience 
sur le lapin témoin, on~pourra observer le fait suivant. Il se 
développera, au bout de 16a 20 heures, ala température de 38°de 
Péluve, des cultures également riches en microbes et également 
virulentes pour les lapins neufs, qui succombent 26 a 38 heures 
aprés linoculation sous-cutanée de 1 c. c. de ces cultures (voir 
tab. VI, App.). 

A Vexamen microscopique de la sérosité provenant du lapin 
vacciné, on trouve une grande quantité de phagocytes, les uns 
remplis de microbes, les autres n’en contenant point, et beaucoup 
de microbes libres répandus dans le liquide. Chez le lapin témoin, 
la diapédése est faible et la phagocytose est rare. 

Si l’on répéte l’expérience 2, 4 ou 5 heures aprés l’inoculation 
du virus, on observe les mémes phénoménes pour le lapin 
témoin; mais, chez le lapin vacciné, on constate une diapédése et 
une phagocytose de plus en plus marquées, en méme temps 
qu'une diminution proportionnelle du nombre de microbes 
libres. Enfin, 5 ou 5 heures 1/2 aprés inoculation, on ne trouve 
plus, 4 examen microscopique, des microbes libres : ils sont 
tous englobés par les phagocytes. 

L’ensemencement de la sérosité de l’cedéme dans le bouillon 
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produit encore des cultures d’une virulence 4 peu prés égale 
pour les deux lapins. = 

Sept a dix heures aprés le commencement de l’expérience, les 
cultures du liquide cedémateux du lapin vacciné sont peu viru- 
lentes en injection sous-cutanée aux lapins neufs; mais, méme 
18 heures aprés le commencement de l’expérience, l’cedéme du 
lapin vacciné peut donner des cultures virulentes pour les 
lapins neufs, Ala dose de 345 c. c.. en inoculation intravei- 
neuse. 

Si lon vient a faire ’examen microscopique de la sérosité 
du lapin vacciné, 24 a 48 heures aprés l’inoculation du virus, on 
ne irouve plus de microbes, malgré des recherches soigneuses, 
et le bouillon ensemencé avec ce liquide reste clair pendant les 
premiéres 24 heures, mais au bout de 48 et méme 72 heures il 
se développe une riche culture de pneumocoque, qui nest © 
cependant pas virulente pour les lapins. 

Voici encore une expérience qui complétera les observations 
précédentes. Retirons une goutte du liquide cedémateux du lapin 
vacciné, 5 46 heures apres Vinoculation du virus, et examinons 
celte goutte pendant qu'elle est encore a l’état frais, et que les 
leucocytes, toujours trés nombreux, sont encore vivants. 
Examinons un phagocyte isolé des autres et rempli de microbes, 
qui se présentent sous la forme de petits grains brillants. Si 
Yon continue cet examen pendant plusieurs heures de suite et a 
la température de 36° & 38°, on voit au bout de 8a 10 heures 
lenveloppe de la cellule, déjaé morte, se rompre sous l’influence 
de la pression des microbes multipliés, qui finissent bientét 
par envahir tout le champ du microscope. 

Comment peut-on expliquer les phénoménes de ce processus 
cellulaire si marqué dans l’organisme vacciné? Quel est son 
role dans ’immunité? 

Nous avons vu que la partie liquide du sang d’animaux 
vaccinés n’a la propriété de neutraliser les toxines du pneumo- 
coque ni in vitro , ni dans l’organisme. Les lapins vaccinés sont 
au contraire plus sensibles auxtoxines du pneumocoque que les 
lapins témoins; on ne peut pas, par conséquent, admettre Vanti- 
toxicilé du sang comme cause de Vimmunité acquise contre le pneumo- 
coque. Cette conclusion ne doit plus paraitre paradoxale, depuis 
que nous connaissons les observations analogues faites sur 
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dautres microbes. M. Gamaleia (13) a observé que les cobayes 
vaccinés contre le Vibrio Metchnikovi sont plus sensibles aux 
toxines de ce microbe que les animaux témoins. MM. Charrin 
et Gamaleia (14) ont constaté la méme action pour les toxines 
du bacille pyocyanique. M. Selander a observé le méme phéno- 
méne pour le microbe du Hog-Choléra. M. Metchnikoff a con- 
firmé les observations de Selander, et enfin méme pour le 
tétanos, maladie toxique par excellence, le fait présumé de 
neutralisation des toxines dans le sang d’animaux vaccinés ne 
constitue pas une condition indispensable pour Vimmunité 
acquise contre cette maladie. M. Vaillard (16) a constaté que 
les lapins vaccinés par des inoculations de spores du bacille 
tétanique sous la peau de la pointe de la queue deviennent 
réfractaires au microbe, tandis qu’on ne trouve aucune propriété 
antitoxique ni dans les humeurs, ni dans le sérum du sang de 
ces lapins. 

La propriété bactéricide du sérum de lapins vaccinés contre le 
pneumocoque n’est confirmée ni par les expériences in vitro, ni 
par les observations sur le développement du microbe dans l’or- 
ganisme des animaux vaccinés. Cette théorie doit étre par con- 
séquent complétement abandonnée, ce qui est, du reste, l’avis 
de la plupart des auteurs cités plus haut. 

La théorie de action atténuante du sérum vacciné nest pas plus 
admissible. Le pneumocoque cultiyé dans le sérum thérapeutique 
et séparé de ce sérum est virulent; il peut produire des toxines 
dans les cultures de sérum vacciné; enfin, et c’est la le fait le 
plus important, le pneumocoque cultivé dans le sérum thérapeu- 
tique est capable de donner des générations virulentes dans le 
bouillon. 

Tous ces faits ne peuvent expliquer que d'une fagon indirecte 
les faits que nous avons observés en cultivant le pneumocoque 
dans l’organisme méme des animaux vaccinés. Nous avons vu, 
en effet, que le pneumocoque perd rapidement, sous la peau des 
lapins vaccinés, ses propriétés virulentes ; déja 7 4 10 heures aprés 
Vinoculation, sa virulence s’affaiblit considérablement(le microbe 
produit des générations peu virulentes dans le bouillon) ; enfin, 
dans mes expériences, aprés 18 heures de séjour dans l’orga- 
nisme vacciné, l’atténuation du pneumocoque atteint ses limites 
extrémes, le microbe perd complétement ses propriétés patho- 
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vénes — ses générations dans le bouillon sont inoffensives pour 
les lapins neufs. 

Or, c’est exactement le contraire de ce qui se passe avec le 
pneumocoque transplanté des cultures en sérum thérapeutique 
dans le bouillon — ses générations dans ce cas-la sont virulentes. 

Il est é6vident que le pneumocoque s’atténue dans l’organisme 
vacciné, mais cette atténuation ne se manifeste que lorsque la 
phagocytose a atteint son plus complet développement. En exa- 
minant au microscope la sérosité de l’cedéme des lapins vaccinés, 
retiré 3 heures 1/2 aprés Vinoculation du virus, nous n’avons 
jamais pu constater la présence de microbes libres dans le 
liquide — tous étaient englobés par les phagocytes, dans le 
protoplasma desquels doit s’opérer la vraie atténuation, et ensuite 
Ja destruction compléte du pneumocoque. 

De tout ensemble des faits exposés sur la préservation des 
lapins contre le pneumocoque, nous pouvons donc tirer les con- 
clusions suivantes : 

Le pneumocoque se développe dans Vorganisme vacciné, produit 
des toxines, qui, répandues par le sang dans toute économie, provo- 
quent une chimiotaxie positive des phagocytes, lesquels sont attirés vers 
le point infecté par les microbes. Les phagocytes, excités par les humeurs 
vaccinées, englobent les microbes vivants et virulents. Ces derniers 
conservent leur vitalité encore assez longtemps, mais finissent par périr 
dans les phagocytes. 


CONCLUSIONS GENERALES 


1. Les toxines du pneumocoque de Talamon-Fraenkel pro- 
voquent une réaction plus énergique chez les lapins vaccinés 
contre ce microbe que chez les témoins correspondants. 

2. Le sérum du sang de lapins vaceinés contre le pneumo- 
coque, tout en ayant des propriétés thérapeutiques, n’a cepen- 
dant aucun pouvoir antitoxique. 

3. Le sérum de lapins vaccinés n’a pas la propriété d’atténuer 

virulence du pneumocoque. 

4. Le pneumocoque cultivé dans le sérum de lapins vaccinés 
ne perd pas la propriété de produire des toxines. 

5. Le pneumocoque inoculé 4 un Japin vacciné conserve ses 
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propriétés pathogénes environ 18 heures, et sa vitalité environ 
48 heures aprés Vinoculation. 

6. Dans Vimmunité acquise contre le prota cous, la pha- 
gocytose joue un role des plus importants. 
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sur sérum vacciné et normal. 
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Ke Virulence des cultures du pneumocoque faites Ls 
le sérum des lapins vaccines. 


CULTURES B 


CULTURES NON LAVEES A Filles, dans Je bouillon 
t ‘ 4 apres l’ensemencement par 
MICROBES NON LAVES. feemunanes 
provenant des cultures A. 
Injection 4 ¢.c. sous la peau. 


(CULTURES MERES.) 


Poids 
des. 
lapins,~ 


1860. 


2060 


Doses de culture 
injectée sous 
la peau du cdté. 


Age 
des 


cultures. 


24 


Résultats 
des expériences, 


Mort en 42 h, 


des 


lapins. 


des expériences. 


_—_——————____— 


Résultats 
des expériences. 


Survie. 


1950 


Survie. 


Mort en 814 h. 


Mort en 82h. 


Mort en 48h. 


Mort en 39h. 


Mort en 60 h. 


Mort en 60 h. 


Mort en 106 h. 
Mort en 50 h, 
Survie. 
Mort en 144 h. 


Mort en 48 h. 


Mort en 70 h. 


Mort en 30h. 


Mort en 30h. 


Mort en 48 h. 


Mort en 40 h. 


Mort en 30 h. 


Morten 24 h. 


Mort en 452 h. 


Mort en 70h. 


Mort en 48 h. 


Mort en 48 h. 


Mort en 130 h, 


Mort en 73 h. 


Mort en 24h. 


Survie. 


Mort en 38 h. 


Mort en 53 h. 


Mort en 60h. 


Survie. 


Mort en 40 h, 


Mort en 50h. 


Survie. 


Mort en 50h. 


Mort en 32h, 


a 
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V. Virulence des cultures du pneumocoque faites dans 

le sérum normal. ) 
’ ’ MICROBES LAVES 
CULTURES NON LAVEES. MICROBES LAVES. mnlangés avec 


{ ¢.c. du sérum vacciné. 
EES Se 


Poids | Doses de culture | Age Résultats ids Résultats Poids Résultats 


des injectée sous des om § + des = 
lapins. {la peau du cbté. |cultures. des expériences, ins, | {eS experiences. lapins. des expériences. 


Morten 18h. 
Mort en 51 h. Survie. 
Mort en 54 h. 


Mort en 18 h. Survie. 


Mort en 26 h. Mort en 42 h, 
Mort en 22 h. Mort en 60 h. Mort en 42 h. 


Mort en 24h. | 2470 | Mort en 44h. Mort en 60h. 


VI. Virulence des cultures faites dans le bouillon apres l'ense- 
mencement par la sérosité provenant du point d inoculation du 
virus a un lapin vaccine. 


No = | Combien de temps aprés f 7" ; 
Nes des | Nos des POIDS Vinoeulation du virus 1a} 4, vera ENDROIT RESULTATS 


sérosité était tirée 


pour ensemencer injectée. D’INOCULATION. DES EXPERIENCES. 


expériences.| lapins. Ju apins. 


Sous Ja peauducété.} Mort en 38 h. 

3 heures. . ¢. |Sous la peauducoté.| Mort en 64 h. 
5 heures. . c. |Sous la peau ducoté. Survie. 
48 heures. 2 c. c. |Sous la peau du coté. Survie. 
heures. .c. 1/2] Sous la peau du cété. Survie. 


.c. 1/2] Sous la peau du cote. Survie. 


.c. 4/2|Sous la peau ducdlé.| Mort en 78 h. 


Dans la veine 


: : Survie. 
auriculaire. D 


Dans la veine 


; : Survie, 
auriculaire. 


‘ 4 Mort en 30 h. 
auriculaire. 


Dans la veine. Survie. 


heures. RC: Dans la yeine. Survie. 


BACTERIES CHARBONNEUSES DANS LA VASE-DU FOND DUN: PUITS 


Par M. te D? DraTROPTorr 


(Travail de la station bactériologique d’Odessa.) 


En février 1892, la Station bactériologique d’Odessa recut de 
la part de M. R..., propriétaire, un échantillon d’eau de puits, 
avec priere d’y rechercher la bactéridie du charbon. Cette eau 
était soupconnée d’avoir amené une épizootie de fievre charbon- 
neuse dans un troupeau de moutons. 

L’analyse bactériologique de cette eau et son inoculation a 
des souris ne donnérent que des résultats négatifs. Je demandai 
alors 4 M. R... des échantillons du sol du parc a moutons et de 
la vase du fond du puits dont était sortie eau suspecte. 

Ces échantillons furent traités suivant la méthode recom- 
mandée par M. Pasteur pour la recherche du B. anthracis. Avec 
200 grammes de chacun d’eux, on fit six lévigations successives 
chacune dans 250 c..c. d’eau, qu’on abandonna ensuite au repos 
dans un bocal conique. Pour chaque lot, la premiére de ces 
lévigalions fut rejetée : elle avait donné un précipité trop 
abondant et trop grossier; mais le dépdt des cing autres fut 
chauffé vingt minutes 4 90° et servit ensuite & ensemencer des 
gélatines. Avec les échantillons du sol du parc, je ne trouvai 
aucune colonie suspecte, mais dans deux des cuvettes ense- 
mencées avec la vase du fond du puits apparurent plusieurs 
colonies en tout semblables a celles du bacille charbonneux. Des 
préparations colorées, des ensemencements sur divers milieux, 
confirmérent ce diagnostic, et enfin des souris, inoculées avec 
0c.c.25 d'une culture de 48 heures dans du bouillon, des lapins, 
inoculés avec 0c.c. 5 de la méme culture, moururent dans les 
délais normavx, en présentant laspect anatomique bien connu 
ducharbon : bacilles dans la sérosité amassée au point d’inocu- 
lation, dans la rate, le foie, le sang des bétes mortes. Le sang 
ensemencé donna des cultures caractéristiques du B. anthracis, 
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et si j’ajoute qu’a ce moment aucune des personnes attachées 
ala Station bactériologique d’Odessa ne faisait de cultures de 
ce bacille, on conclura sans hésitation qu'il y avait des germes 
charbonneux dans la vase du fond du puits. 

M. R..., que j’avais invité & combler le puits suspect, vint 
ensuite me donner a ce sujet les détails que voici. Deux mois 
auparavant, une épizootie charbonneuse avait éclaté dans une 
de ses terres ot il nourrissait de nombreux troupeaux. Plusieurs 
moutons, morts coup sur coup, furent enterrés, et les autres 
amenés dans un autre parc, éloigné de plusieurs kilometres et 
ayant un abreuvoir spécial. Le parc contaminé fut minutieuse- 
ment désinfecté, les parois Javées au sublimé, la terre du sol 
enlevée sur une profondeur de 25 centimetres et remplacée par 
de la terre fraiche. Les moutons, ramenés dans ce parc, aprés 
s’étre tres bien portés dans l'autre, présentérent au bout de quel- 
que temps de nouveaux cas de charbon. Nouvel exode, désin- 
fection, etc. Les bétes ramenées, la maladie reparut. 

M. R... crut remarquer alors que!’ épizootie ne recommengait 
que lorsqu’on se servait de nouveau de l’eau du puits, eau que 
les gens de la ferme dédaignaient d’employer a cause de son 
gout saumatre. 

Le puits combié, l’épizootie cessa. Il faut admettre que les 
germes charbonneux y avaient pénétré de quelque facon, et 
tombaient au fond, ou y pullulaient plus rapidement qu’a la sur- 
face. On avait remarqué en effet que le charbon sévissait unique- 
ment sur les animaux qui, venus les derniers, n’avaient eu que 
les eaux du fond du puits, d’ailleurs peu profond. 

M.R..., 4 quij’avais demandédem’envoyer, en cas de récidive, 
les organes d'une béte morte, pour me convaincre du caracleére 
de la maladie, ne m’a rien fait parvenir. J’en conclus que la mala- 
die n’a pas reparu chez lui. Nos propriétaires de bergeries du 
sud de la Russie la connaissent du reste bien par ses symptOmes. 
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ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


INSTITUT RASTEUR 


STATISTIOQUE ! DU TRAITEMENT PREVENTIF DE LA RAGE. — FEVRIER 1893. 
A B Cc 
; ; | | | 
Morsures & la téte {| simples... ..| »| 4 (saa? A 6 | 4) 
et a la figure multiples... .| »| » »1| 4 vf» J 
Cautérisations efficaces.......+.. PSU eet ad Ws) 7) a da Ree | 
— Met ACHOOS iid. Vea 4) > AP op S oes 
Pas de cautérisation. .... ee Fe 4 ry J 3) i reed Bee a 
: simples. .... » » 124 > 
Morsures aux mains ruleiles: Sars 46\"°| , 3347 148129 
Cautérisations efficaces. ......... »| » apo Kear] ale 
— MeL COLES cs 5 ee 12] » | » [42] » 
Pasrdeoduterisattoit.. ©, “aaa ee aan ee 01 » 35] > » |A7] » 
Morsures aux mem- { simples.. . »| 4 2|> 1 Tleg | >|.6 
bres et au trone multiples... .| »| 4 > 16 »{13 (19) 
Caulentsavions- ef RCwccss aan means >) >|» |» tot » | 4d» 
— tneffieaces.. es ve OL oe | AL a Sie 
Pas de-cautéerisation... 0 3 yee: 2) > | » | 42] » 10] » 
LADIES CECHIURCS: Sa <1 (pans ae aon terse ree mr | > [AOD Sy 415] > 
Monswres gett sees ors Bite hee 2) > 4 4| » 
Morsures multiples en divers points du 
COPS: Levee ah ane ea cient »1 > | » 2) 2 | x} > 
Cautérisations efficaces...... ee aN eo af a Poe es es bee ba 
—_— UNCP ACUCES hes ie entmeenine fae es Yi Weae Sa eb Jel =~ Ed] 3 
Pas de cautérisation. ... 0 8 of Uh PA One tns QS Sear Silas 
SFE UR MOR 3 al BOA Seed ic Pee petal Masse (tye | be] (55 
Morsures @nu..... oo och ta og PONS bo: a Dearne aes 
Frangais et Algériens . 26.26 78 A2 
Oke Etrangers. . ve SSA Aes > \ y | 78 7 
| | | 
A B Cc 


Les animaux mordeurs ont été : chat, 1 fois; chiens, 152 fois. 


TOTAL GENERAL 


Cr Cite a 


Le Gérant : G. Masson. 


Sceaux. — Imprimerie Charaire et Cie, 
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